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L’endothéline est le plus puissant vasoconstricteur endogène connu à ce jour. Elle est
produite par l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE). Cette enzyme est
présentement le sujet de plusieurs recherches puisqu’elle semble une cible thérapeutique
de choix dans le traitement de maladies cardiovasculaires reliées à l’hypertension.
Aucune donnée cristallographique de l’enzyme n’est disponible pour le moment.
Plusieurs inhibiteurs de l’ECE sont apparus dans la littérature récemment mais ils
manquent soit d’activité, soit de sélectivité envers l’enzyme. Dans le but d’approfondir
nos connaissances concernant le site actif de l’enzyme ECE, une étude des relations
structure-activité de divers inhibiteurs potentiels a été réalisée. Pour ce faire, un
inhibiteur présentant une certaine activité et une certaine sélectivité a été choisi comme
modèle de base de l’étude. Ce modèle a été rigidifié, en le cyclisant, afin d’en limiter les
conformations possibles. De cette manière, l’inhibiteur se retrouve fixé dans l’espace.
Cette forme fixée peut présenter une inhibition et une sélectivité améliorées ou non
selon que la forme fixe se rapproche ou s’éloigne de la conformation active dans le site
actif de l’enzyme. Plusieurs analogues du modèle choisi, avec différentes stéréochimies
et différents groupes fonctionnels, ont donc été synthétisés puis testés in vitro pour en
déterminer l’activité inhibitrice envers l’ECE. Le site actif de l’ECE s’en retrouve donc
sondé moléculairement, ce qui permet d’en augmenter nos connaissances.
Mots-Clés: Addition 1,4 d’un organomagnésien catalysée par le cuivre, analogue
cyclique, chélateur du zinc, ion N-acyliminium, peptidomimétique, phosphonate,
relation structure-activité, restriction conformati onnelle. sonde moléculaire.
VSummary
Endothelin is the most potent endogenous vasoconstrictor known to date. It is produced
by the endothelin converting enzyme (ECE). This enzyme is presently the subject of
much research because it seems like a good therapeutic target for the treatment of
cardiovascular diseases related to hypertension. No crystallographic data of the enzyme
are available at the moment. Many ECE inhibitors have appeared in the literature
recently but they Ïack either activity or selectivity towards the enzyme. With the
objective of improving our knowledge of the active site of ECE, a study of the structure
activity relationships (SAR) of diverse potential iiihibitors has been performed. An
inhibitor presenting a certain level of activity and selectivity was chosen as model for
the study. Ibis model was rigidified, by cyclization, to limit its conformational liberty.
By this mean, the inhibitor finds itseÏf fixed in space. The rigid analog may or may flot
show a better inhibition or selectivity. Many analogs of the chosen model, with different
stereochemistries and different functional groups, were synthesized and tested in vitro to
determine their inhibiting activity towards the ECE. The active site ofthe ECE was thus
rnolecularÏy probed to improve our knowledge of the bind requirements of this enzyme.
Keywords: conformational restriction. cyclic analog. endothelin converting enzyme.
inhibitor, molecular probe, N-acyliminium ion, peptidomimetic, structure-activity
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1Chapître I Les enzymes de conversion de I’endothéline
Les endothélines et leurs enzymes de conversion (ECE)
Historique
La première fois où l’endothélium fut reconnu capable d’améliorer la contraction des
cellules vasculaires lisses remonte au début des années 1980. Les contractions de
languettes d’artères pulmonaires de porcs induites par hypoxie sont plus importantes en
présence d’endothélium1. Plus tard en 1988, Yanagisawa et al. élucident la séquence
d’un peptide issu du milieu de culture de cellules endothéliales2. Cette nouvelle suscite
beaucoup dintérêt et d’excitation dans la communauté scientifique pour plusieurs
raisons. Premièrement, le peptide, nommé endothéline-Ï, fut rapporté comme le plus
puissant vasoconstricteur identifié. Deuxièmement, il fut conclut que le peptide est un
produit du clivage protéolytique d’un propeptide nommé big endothelin. Des chercheurs
virent rapidement la possibilité de contrôler la pression artérielle en inhibant cette
enzyme, l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE), d’une façon similaire à ce qui
se fait avec les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA). Le
clivage effectué par cette enzyme (ECE), entre un Trp et un Val, étant jusqu’à lors
décrit comme inconnu et inusuel, beaucoup d’espoirs furent fondés sur la spécificité
d’un tel mécanisme.
Le peptide original découvert dans le milieu de culture de cellules endothéliales est
maintenant connu comme étant l’un d’une famille de 3 isopeptides encodés dans le
génome des mammifères3. Ils sont caractérisés par une chaîne singulière de 21 acides
aminés contenant 2 ponts disulphures qui divisent la structure en 2 cycles duquelle une




Figure 1: La séquence primaire des endothélines (ET-I, 2 et 3) montrant les positions des ponts
disuiphures ainsi que les résidus qui diffèrent de l’endothéline-l (gris).
Huggins, J. P. et al. Pharrnacotogy and therapeutics 1993, 59, 57.
Transduction du signal
Beaucoup de chercheurs ont étudiées les mécanismes par lesquels les endothélines, en
interagissant avec leurs récepteurs correspondants. causent des changements cellulaires
par l’entremise de systèmes de seconds messagers intracellulaires ou au travers de la







jLes endothélines (ET-1. ET-2 et ET-3) se lient à leurs récepteurs spécifiques (ETA et
ETB)4. Les récepteurs sélectifs à 1’ET-l et l’ET-2 sont appelés ETA et les récepteurs
non-sélectifs ETB3. Dernièrement, un autre récepteur ETc sélectif à l’ET-3 a été
rapporté6, mais il n’a pas encore été cloné à partir d’un tissu manirnalien. Exprimés
principalement dans les cellules vasculaires lisses, les récepteurs ETA transmettent les
effets vasoconstricteurs et mitogéniques de l’ET-17. L’activation des récepteurs ETB
endothélials pourrait atténuer l’effet vasoconstriteur local de l’ET-l en promouvant la
production d’oxyde nitrique8 et de prostacycline, et en enlevant l’ET-l de la
circulation9. Parcontre, l’activation des récepteurs ETB des muscles lisses produit une
vasoconstriction (figure 2).
Figure 2 Mécanismes de l’effet de l’activation des récepteurs ETA et ETB. Noter la différence entre
l’effet de l’activation des récepteurs ETB de I’endothélium et des cellules musculaires lisses.
http://www.phassociation.org/Medical/Advances_in PH/spring_2002/endothelium_1 .gif
Les récepteurs de l’endothéline sont des récepteurs couplés à une protéine G. Ce type de
récepteur est un polypeptide qui comporte une partie extracellulaire où le messager se
lie, une partie transmembranaire à 7 hélices (la chaîne d’acide aminés traverse 7 fois la
Srna1h mus
CE
4membrane) et une partie intracellulaire liée à la protéine G (figure 3). Cette dernière
assure le transfert et l’amplification du signal reçu par le récepteur. Les protéines G sont
hétérotrimériques puisque constituées de 3 sous-unités différentes Œ, f3 et ‘y. Ces 2
dernières forment elles-mêmes un complexe hétérodimérique et la sous-unité Œ, qui est
la mieux connue, se dissocie après stimulation du récepteur pour aller moduler une
enzyme qui produira un second messager chimique.
Figure 3 : Représentation d’un récepteur transmembranaire couplé une protéine G.
http://www.mun.ca’biology/desmid/brian/B10L2060/CeIIBioI10/1003 .jpg
La protéine G est nommée ainsi parce que son activité nécessite la présence de
guanosine diphosphate. La sous-unité Œ comporte une guanosine diphosphate (Œ-GDP)
et est lié aux sous-unités f3 et ‘y à l’état non actif. Lorsqu’il y a activation du récepteur,
l’u-GDP est phosphorylée et devient l’u-GTP puis se sépare des sous-unités f3 et ‘y. L’Œ
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5GTP module ensuite l’activité d’une enzyme. Dans le cas des récepteurs de
l’endothéline, la protéine G liée est principalement de type Gp ce qui signifie que
l’enzyme modulée est la phospholipase C. encore appelée phospho-inositidase’°. Par la
suite, une autre enzyme présente dans la cellule, la GTPase, déphosphoryle l’a-GTP qui
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Figure 4 : Modèle de fonctionnement des récepteurs couplés aux protéines G.
http://www.mun.ca!biology/desmid/brian/810L2060/CellBiol10/1 004.jpg
La protéine Gp active donc la phospholipase C (PLC) qui, elle, transforme le
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) membranaire en diacylglycérol (DAG) et en
inositol 1,4,5-triphosphate (1P3), 2 seconds messagers intracellulaires” (figures 5 et 6).
EXTRACELLULAt
Fcuio
(4 G protein subunitsactivate or inhibit
target proteins
Go subunit hydrolyzes
its bound GTP ta GDP and
becomes inactIve
64,
Release of Ca2 ions
from intracellular
stores
Figure 5: Modèle de transduction du signal de l’endothéline: Production de seconds messagers
intracellulaires.
http://www.mun.ca!biology/desmidlbrian/B 10L2060/CeIlB iol 10/1009_1 .jpg
Le diacylgÏycérol (DAG) reste en contact avec la membrane grâce à ces 2 queues
hydrophobes et active la protéine kinase C (PKC), une autre enzyme membranaire.
Cette dernière phosphoryle un certain nombre de substrats12 en présence de Ca2. Les
protéines kinases régulent la synthèse et la libération des médiateurs, la sensibilité des
récepteurs et l’ouverture des canaux ioniques en phosphorylant des récepteurs
membranaires ou des protéines cytoplasmiques intervenant dans les voies de
signalisation de la transcription des gènes.
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Figure 6: Méchanisme de l’hydrolyse du 1P3 par phospholipase C (PLC).
http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/signaltrans/Plcycle.gif
L’inositol 1 .4,5-triphosphate (1P3) diffuse dans le cytoplasme et active un récepteur-
canal homotétramérique du réticulum endoplasmique qui s’ouvre et laisse passer des
ions Ca2 dans le cytoplasme13. L’augmentation de la concentration en ions Ca2 au sein
de la cellule déclanche un certain nombre de processus calcium dépendants. La
calmoduÏine, activée par le calcium, active un très grand nombre d’enzymes
dépendamment du type de cellules impliquées. Dans le cas d’une cellule endothéliale. la
plus importante est la MLCK (rnyosin light chain kinase) qui phosphoryle la myosine.
La myosine phosphorylée est reconnu pour se lier à l’actine qui, ainsi liée, engendre une























La calmoduline activée active aussi la NO synthase (NOS) qui produit de l’oxyde
nitrique. L’oxyde nitrique active ensuite la guanylylcyclase (GCase) de la même cellule
ou d’une cellule avoisinante, ce qui conduit à une augmentation de la GMP cyclique
(cGMP)14. La cGMP active finalement la protéine kinase G qui provoque une relaxation
des vaisseaux sanguins. Il y a donc un phénomène d’auto-régulation dans la cascade








Figure 8 Une phospholipase est nommée selon le lien clivé sur un glycérophospholipide.
http://hornepages.strath.ac.ukkdfs99 109/33329/1 ipidcleavage.gif
Figure 7 : Rôle de la phospholipase C (PLC) effet vasoconstricteur de I’endothéline.
9L’activation d’autres protéines G par les endothélines’5 peut aussi : activer la
phospholipase D (PLD) (figure 8), donnant de l’acide phosphatidique (PA) et
subséquemment du DAG16; activer la phospholipase A2 (PLA2), donnant de
l’arachidonate et subséquemment des tbromboxanes (TXA2) ou des prostaglandines
(PG)’7; activer ou inhiber l’adénylylcyclase (ACase), régulant du fait l’AMP cyclique
(cAMP)’8; ou réguler l’ouverture des canaux au potassium (Kj’9. L’endothéline est






































Figllre 9: Schéma généralisé de la transduction du signal des endothélines.
Huggins, J. P. et al. Pharinacologi’ andtherapeutics 1993. 59, 71.
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Implications médicales
Les endothélines contractent tous les types de cellules musculaires lisses par l’activation
de récepteurs spécifiques et peuvent aussi en relaxer certaines, soit directement par
l’activation de récepteurs, soit indirectement en relâchant des facteurs de l’endothélium
ou de l’épithélium. Les implications médicales sont donc nombreuses: régulation de la
pression sanguine21, traitements post-ischémiques22. traitement de la dépression23,
d’hémorragies subaraclmoïdes24, de lésions gastriques2, d’inflammations26, de maladies
pulmonaires27, de tumeurs28 et de toxicité reliée à la cyclosporine29. D’après les études
menées dans le domaine de ces peptides endogènes, d’importantes applications
médicales possibles pour des agonistes et des antagonistes des endothélines peuvent être
proposées.
L’enzyme de conversion de I’endothéline (ECE)
L’analyse des séquences d’ADN codant pour les endothélines a révélé que l’endothéline
est produite à partir d’un précurseur nommé préproendothéline (212 acides aminés)
(figure 10). Après excision de son peptide signal par une peptidase signal, le précurseur
est sélectivement clivé par une furine convertase pour donner un intermédiaire
biologiquement inactif de 3$ acides aminés appelé big-endotheÏin (big-ET). Big-ET est
ensuite clivé, par hydrolyse spécifique du lien peptidique entre Trp21-Va122, en
endothéline active par l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE)30.
L’identification de cette enzyme a été une tâche difficile à cause de la faible quantité
contenue dans les cellules et les tissus. Puis, le phosphoramidon, un inhibiteur de
métallopeptidases. a été reconnu pour inhiber la formation d’ET-l à partir de big-ET-1.
Par la suite, cette protéase membranaire sensible à l’action du phosphoramidon a été
purifiée à partir de cellules endothéliales, de cellules pulmonaires et de glandes
adrénales et finalement clonée simultanément par 3 groupes de recherche31. Cette
li
enzyme fut nommée ECE-l et montre des similarités structurelles avec la néprilysine,
communément appelé l’endopeptidase neutre (NEP).
•i.ï I I
F t .1
Mateo, A. O.; Artinano, A. A. Pharmacol. Res. 1997, 36, 342.
Maintenant, 4 isoformes de l’ECE-l humaine ont été identifiés32: c’est-à-dire ECE-la,
ECE-lb, ECE-ic et ECE-ld. Ces isoformes diffèrent de par leur court domaine N-
terminal cytoplasmique. Les 4 isoformes sont différemment localisés au sein des
cellules33. ECE-la est abondant dans les cellules endothéliales. réside dans des vésicules
de sécrétion intracellulaires et est constamment transporté à la surface de la cellule. À









21 arnrno acids ECE
Figure 10 Biosynthèse de I’endothéline-l.
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l’opposé, ECE- lb est situé intracellulairement, près des réseaux trans-Golgi. ECE- le et
ECE-ld sont situés à la surface de la cellule et pourrait agir conmie ectoenzymes. Les 4
isoformes de l’ECE-l proviennent du même gène, par épissage alternatif, et ne diffèrent
que dans la composition en acides aminés de leur région cytoplasmique ou
transmembranaire, soit foin du site actif de l’enzyme. Les 4 ectodomaines sont
identiques. Le précurseur de l’ET-l, qui est synthétisé dans les cellules endothéliales,
pourrait être contenu dans des vésicules de sécrétion et constamment sécrété hors de la
cellule. Sa transformation s’effectuerait durant le transport vésiculaire. La
prépondérance de ECE-l dans la biosynthèse de ET-1 a été confirmée par l’observation
que des souris auxquelles le gène codant ECE- 1 a été enlevé présentent les mêmes
anomalies craniofaciales et cardiaques que les souris auxquelles le gène codant ET-l ou
encore codant le récepteur ETA a été enlevé34. En 1995, un autre isoforme nonmié ECE
2 a été identifié35. La différence principale est que ECE-2 agit optimalement à un pH
plus acide que ECE-1. soit 5.6 comparativement à 6.8. Les deux enzymes produisent de
l’ET-l, sont des protéines membranaires intégrales de type II et font partie de la famille
M13 des endopeptidases. Elles comportent une courte queue cytoplasmique N-
terminale, suivie d’une région transmembranaire et terminent par un grand domaine
extracellulaire contenant un atome de zinc essentiel à l’activité enzymatique. Il se
pourrait qu’il y ait encore d’autres isoformes non découverts puisque de hauts niveaux
de ET-1 ont été relevés dans des souris ne possédant pas les gênes codant pour ECE-1 et
ECE-236.
En 1998, un autre isoforme nommée ECE-3 est découvert37. Ce dernier serait plus
sélectif envers l’ET-3. Cependant, l’enzyme isolé n’est pas d’une pureté exceptionnelle
et l’activité enzymatique pourrait provenir d’impuretés tel que l’ECE-l. Aussi, l’enzyme
n’est pas encore séquencé ni cloné. Il apparaît que cet enzyme n’est pas entièrement
accepté par la communauté scientifique. En 1999, un autre isofonne de I’ECE-2, soit
l’ECE-2b, est dévoilé lors d’une conférence à Montréal38.
ET-2 et ET-3 sont aussi transformés à partir de leurs précurseurs respectifs (big-ET-2 et
big-ET-3 ) mais ces mécanismes sont encore indéterminés. Plusieurs banques de
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composés naturels et synthétiques ont été criblées afin de dénicher des inhibiteurs de
l’ECE. En fait, les études de relations structure-activité de composés prometteurs basés
sur la structure d’inhibiteurs de la NEP ont abouti à la découverte de plusieurs
importants inhibiteurs sélectifs à l’ECE.
Les inhibiteurs de I’ECE
Les 7 isoformes de l’ECE partagent tous une séquence d’acides aminés très similaire à
l’endopeptidase neutre 24.11 (NEP), une autre métalloprotéase du zinc. En fait l’ECE-l
humaine partage 37% de séquences d’acides aminés similaires avec la NEP39. Il n’est
donc pas surprenant de constater que la plupart des inhibiteurs des ECEs présentent
aussi une forte activité inhibitrice pour la NEP. L’endopeptidase neutre 24.11 (NEP) a
été montré comme le principal responsable de la dégradation protéolytique du peptide
natriurétique atrial (PNA), un puissant agent vasodilatateur et natriurétique40. Il a aussi
un rôle dans la dégradation de d’autres peptides vasoactifs tel la bradykinine, un autre
vasorelaxant41. Il est donc facile de concevoir qu’un inhibiteur double de l’ECE (qui
empêcherait la production d’ET vasoconstrictrice) et de la NEP (qui empêcherait la
destruction de PNA vasodilatateur) pourrait avoir un effet de synergie ou additionner les
effets bénéfiques dans le traitement de maladies cardiovasculaires ou rénales. Ce
concept pourrait même être étendu à des inhibiteurs triples de l’ECE, de la NEP et de
l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA). Cela serait possible parce que les 3
enzymes en question sont des métalloprotéases à base de zinc dont les activités peuvent
être inhibées simultanément par l’action d’un composé comportant un groupe chélateur
du zinc: un acide hydroxamique, un thiol, un acide carboxylique ou encore une
fonctionnalité contenant un atome de phosphore (phosphoramidate, phosphonamide,
acide phosphinique ou acide aminophosphonique)42 (figure 11). Jusqu’à ce jour, 3
classes d’inhibiteurs ont été synthétisées : les inhibiteurs doubles de l’ECE/NEP, les
inhibiteurs triples de l’ECE/NEP/ECA et les inhibiteurs sélectifs à l’ECE.
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R1 O—P—NHR2 R1—I—NHR2 R1—P—R2 HO—F—\
OH OH OH OH NHR1
phosphoramidate phosphonamide acide phosphinique acide aminophosphonique
Figure 11 : Nomenclature des fonctionnalités contenant un atome de phosphore.
Inhibiteurs sélectifs à I’ECE
FR 901532 (Fujisawa)
WS 79089B
1C50 ECE: 140 nM







1C50 ECE : 42 nM




1C50 ECE : 900 nM
NEP: inactive at 100 pM
WS 75624B (Fujisawa)
1C50 ECE : 79 nM




1C50 ECE : 900 nM
1C50 NEP : 70 pM
Figure t2 t inhibiteurs sélectifs à l’ECE.
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Un certain nombre d’inhibiteurs sélectifs à l’ECE ont été découverts (figure 12).
Certains sont d’origine naturelle comme FR 901532, WS 75624B et B90063 qui
proviennent de milieux de fermentation de Streptosporangium roseum, $accharothrix
sp. et Blastobacter sp., respectivement43. D’autres sont issus d’un balayage aléatoire de
composés de librairies de compagnies comme par exemple SM-19712 et PD 0691$5.
Il n’est pas clair, vu leur structure chimique, que ces inhibiteurs se lient au site actif de
l’ECE. En effet, l’absence de groupe chélateur du zinc et/ou leur structure plutôt plate
en rendent difficile l’étude de relations structure-activité. Leur optimisation s’en
retrouve donc plus ardue et moins intéressante, sans toutefois en nier les possibilités
thérapeutiques.
Inhibïteurs doubles de I’ECEINEP
Un groupe de chercheurs de chez Hoffrnann-La Roche a modélisé en 3 dimensions
l’ECE-l en se basant sur la structure de la NEP résolue à partir de données
cristallographiques45. Ils ont ensuite inséré le phosphoramidon dans le site actif de
l’enzyme virtuelle. Comme la structure de l’ECE-l n’est pas encore résolue et que la
NEP humaine et l’ECE humaine ont une longueur similaire et partagent 40% de
similarité dans leur séquence, un modèle d’une précision supérieure aux précédents peut
être obtenu par cette approche. De meilleures prédictions quant aux poches du site actif
peuvent être attendues et donc, de meilleures prédictions quant aux inhibiteurs seront
possibles.
Une différence significative dans la séquence est le remplacement de la M603 dans le
cas de la NEP pour une valine dans le cas de 1’ECE. Cet acide aminé est situé juste au
bas du sous-site Si’. Il en résulte donc une poche SI’ plus profonde dans le cas de
l’ECE. La forme et la grandeur de la poche Si’ sont des facteurs critiques qui
déterminent l’affinité des substrats et des inhibiteurs pour les métalloprotéases.
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Figure 13: Emplacements des substituants du phosphoramidou et du composé de GlaxoSmithKline
dans l’ECE selon la nomenclature de Schechter et Berger46.
D’autres différences d’importance sont trouvées dans la poche $2’ où le tryptophane du
phosphoramidon est situé (figure 13). Avec la NEP, l’indole est complètement enrobé
dans la poche $2’. Les résidus de R102, D 107, RhO et N566 entourent t’indole et y
sont connectés par liens hydrogènes soit directement, soit par l’intermédiaire d’une
molécule d’eau. L’indole est aussi empilé sur la chaine latérale de la f106. Cela place le
tryptophane dans une position favorisant un lien hydrogène entre le tryptophane et le
carbonyle de la chaîne primaire de la V565. Dans le cas de l’ECE, cette poche a une
forme significativement différente puisque D107 est remplacé par une sérine et RhO
par un tryptophane, ce qui donne une poche beaucoup plus ouverte. Les résidus ne sont
plus connectés par liens hydrogènes et n’enveloppent alors plus aussi serré l’indole du
phosphoramidon. Son inhibition réduite envers l’ECE pourrait être partiellement
expliquée par la diminution de ces interactions entre l’inhibiteur et la protéine dans cette
région de l’enzyme.
PhGspharniu n (GIoSrn1hKIn:
C FCE 1-ht iM !D ECE: SI nM












tétraédrique et de l’état de
transition tardif
Figure 14: un acide aminophosphonique imite l’hydrolyse d’un lien peptidique.
Le phosphoramidon a été originalement isolé de Streptornyces tanashiensis. Il est
couramment utilisé comme référence en tant qu’inhibiteur de la NEP47. II possède aussi
une faible activité envers l’ECE. Des modifications sélectives sur le phosphoramidon
permettent de suggérer qu’un groupe aliphatique d’une longueur minimale de 3
carbones à la position Pi’ conjointement avec un groupe indole à la position P2’ sont
des facteurs important pour l’activité inhibitoire envers l’ECE48. Il n’est cependant pas
oralement actif à cause de la présence d’un lien phosphore-azote labile en milieu acide,
comme par exemple dans l’estomac. Pour remédier à ce problème, il est possible
d’insérer un méthylène entre les deux de façon à le rendre résistant aux milieux acides.
On obtient alors un acide aminophosphonique qui imite l’état de transition tardif de
l’hydrolyse d’un lien peptidique49. En effet, l’hydrate tétraédrique est imité par le
phosphore qui est sous une forme tétraédrique, et le départ de l’amine de l’état de
transition tardif est imité par l’amine qui est éloignée par un méthylène (figure 14). Une
telle stratégie de design a été utilisée avec succès dans le développement d’inhibiteurs
d’autres métalloprotéases à base de zinc50.
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1C50 NEP: 14 nM
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(Banyu)
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1G50 ECE : 6 nM
G50 NEP:110 nM
(Novartis)
1G50 ECE: 33 nM
1G50 NEP: 6.5 pM
OH o COOH
(GlaxoSmïthKline)
1G50 ECE : 52 nM
1G50 NEP:1 pM
Inhibiteurs présentants
une activité égale envers
IECE et la NEP
NH
(Zambon) GOOH1G50 EGE : 3 nM
1G50 NEP : 6 nM
OH HN—N
CGS 31447 (Novartis)
G50 EGE:17 nM (160 nM)
1G50 NEP : 4.8 nM (8.8 nM)
Figure 15 : Comparaison de la sélectivité entre l’ECE et la NEP48.
Le composé CGS 26303 est un exemple de cette stratégie51 (figure 15). fait intéressant,
ce dernier est plus sélectif envers la NEP, mais si le groupe biphényle est remplacé par
un dibenzofurane plus volumineux (CGS 34043). il devient plus sélectif envers I’ECE52.
Cette observation est en concordance avec l’étude de modélisation citée précédemment
1G50 ECE : 260 nM
1G50 NEP: 140 nM
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où il est mentionné que la poche Si’ de l’ECE est plus profonde que celle de la NEP. Si
le tétrazole de CGS 34043 est changé pour un acide carboxylique (CGS 35066), le
composé devient alors encore plus sélectif envers I’ECE tout en conservant une certaine
efficacité53. Les changements apportés depuis CGS 26303 jusqu’à CGS 35066
améliorent la sélectivité envers l’ECE de 50 000 fois. De plus, lorsque le tétrazole d’un
dérivé arylacétylène de Novartis est changé pour un autre groupe (acide carboxylique,
leucine, valine, ou un arylamide), la sélectivité envers l’ECE est augmentée4. Ces 2
derniers exemples sont aussi en concordance avec Fétude de modélisation où il est
mentionné que la poche S2’ de l’ECE est très différente de celle de la NEP. Cela
suggère que de jouer avec le substituant P2’ influence sur la sélectivité ECE vs NE?
plutôt que sur l’activité.
D’autres optimisations de CGS 26303 révèlent que la poche $1 est aussi fortement
impliquée dans l’activité envers l’ECE. Le simple fait d’ajouter un groupe naphthyléthyl
à CGS 26303 à la position Pi donne CGS 31447, l’inhibiteur double de ECE/NEP le
plus puissant connu à ce jour55. Il a aussi été démontré qu’il y a une préférence
stéréochimique quant à la position Pi. À titre d’exemple, le diastéréoisomère de CGS
31447 est beaucoup moins puissant que ce dernier envers l’ECE (1C50 = 160 nM).
Malheureusement, la configuration absolue de ces composés n’est pas rapportée. Cette
modification de CGS 26303 à la position PI améliore la puissance inhibitrice envers
1’ECE plutôt que sa sélectivité. Toutefois, la même modification effectuée sur l’acide
aminophosphonique dipeptidique de Banyu améliore la sélectivité plutôt que la
puissance inhibitrice56. De plus, si le groupe inséré en Pi est encore plus
hydrophobique, tel un 1 ,$-naphthalirnide (GlaxoSmithKline), il en résulte non
seulement une amélioration de l’activité inhibitrice envers l’ECE mais aussi une
diminution envers la NEP. La sélectivité envers l’ECE de ce dernier est alors environ de
600 fois supérieure à celle du phosphoramidon57. La configuration absolue de ces
composés semble importante aussi dans cette série, mais n’a pas été déterminée.
D’autres composés comme celui développé par Zambon présentent une forte activité
envers les 2 enzymes58.
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Inhibiteurs triples de I’ECEINEPIECA
SCH 54470 (Schering)
1C50 ECE : 70 nM
1C50 NEP: 90 nM
1C50 ECA: 2.5 nM
HOOC
COOH
SA-6817 (Santen) CGS 26582 (Novartis)
1C50: 910 nM 1C50 ECE: 620 nM
K1NEP:4.4nM C50NEP:4nM
K1 ECA: 15 nM 1C50 ECA 175 nM
Fîgure 16: Exemples d’inhibiteurs triples de l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE), de
l’endopeptidase neutre 24.11 (ENP) et de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA).
Les acides phosphiniques ont aussi été évalués comme inhibiteurs potentiels de 1’ECE,
partiellement à cause de leur stabilité chimique supérieure comparée aux
phosphonamides. La plupart possèdent des substituants P1 et P2 en plus des groupes P1’
et P2’ habituels aux phosphoramidates et aux phosphonamides. Le poids moléculaire de
ces acides phosphiniques est donc de beaucoup supérieurs aux autres séries, ce qui n’est
pas recherché dans le développement de drogues. SCH 54470, un acide phosphinique,
est le plus puissant inhibiteur triple à ce jour59 (figure 16). Les phosphonamides sont
chimiquement labiles, particulièrement en milieu acide, ce qui limite leur valeur
O COOH
(Takeda)
1C50 ECE: 550 nM
1C50 NEP : 20 nM
1C50 ECA: 380 nM
H(
(Wakamoto)
IC0 ECE: 6 jiM
1C50 NEP : 300 nM
1C50 ECA : 500 nM
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thérapeutique. En général, ils sont plus puissants en tant qu’inhibiteurs ECE que leurs
homologues phosphoramidates. Le composé de Takeda est plus puissant que le
phosphorarnidon con-ime inhibiteur de l’ECE60. L’atome d’azote de la leucine de cette
série de composé est nécessaire puisque toute activité est perdue s’il est remplacé par un
carbone ou un oxygène61. Les inhibiteurs de métalloprotéases à base d’acide
carboxylique sont bien connus. Toutefois, aucun composé de cette série n’est plus
puissant que le phosphoramidon et aucune expérience in vivo n’a été rapportée. SA-
6817 est un exemple d’inhibiteur triple de cette série62. Les thiols inhibiteurs de l’ECE
ne présentent que des activités égales ou inférieures au phosphoramidon. Aucun de ces
composés ne montre d’activité supérieur au phosphoramidon in vivo probablement à
cause d’un métabolisme rapide. CGS 26582 est un thiolactame macrocyclique
présentant une activité triple63. D’autres inhibiteurs triples ont été synthétisés mais ils
sont pour la plupart de puissants inhibiteurs de la NEP, mais de faibles inhibiteurs de
l’ECE.
77
Chapitre 2 Conception et synthèse d’inhïbïteurs de
I’ECE
Objectifs
L’objectif de cette étude est d’acquérir plus d’informations sur le site actif de l’enzyme
de conversion de l’endothéline (ECE). Pour ce faire, différents analogues seront
synthétisés. Comme aucune donnée crystallographique de l’ECE n’est disponible, les
seules informations accessibles pour le moment proviennent des composés actifs
connus. Ces derniers étant pour la plupart linéaires, donc ayant plusieurs possibilités de
conformations actives, les informations utiles en découlant sont plutôt limitées. L’étude
devra s’inspirer d’un composé actif déjà connu. Le candidat idéal sera un inhibiteur
peptidomimétique puissant et sélectif.
Conception initiale
La série synthétisée sera basée sur le composé de GlaxoSmithKline puisque celui-ci
présente une inhibition très sélective envers l’ECE contre la NEP. La clé de cette
conception réside dans la diminution du degré de liberté conformationnelle du composé
de GlaxoSmithKline en le rigidifiant, c’est-à-dire en faisant un analogue cyclique
(figure 17). De cette façon, la molécule aura une conformation plus fixe, ce qui
permettra de tirer des conclusions quant à la confonnation active de façon plus
pertinente. La synthèse d’analogues de stéréochimie différente permettra de tirer plus
d’informations quant à l’emplacement dans l’espace des différentes poches du site actif.
Il est donc important d’obtenir le plus de diastéréoisomères possible en limitant la
diastéréosélectivité des réactions prévues. Les modifications de la longueur de la chaîne
de carbone attachant chaque substituants donneront des indices sur la profondeur de ces
poches. Finalement, la diversification des différents substituants fournira de






Figure 17: Cyclisation d’un inhibiteur de I’ECE comme moyen de rigidifier la structure.
L’acide phosphonique sera le groupe chélateur du zinc utilisé. La queue hydrophobe
sera un 1 ,8-naphthalimide monté sur une chaîne de 2 carbones. Certains analogues
comporteront un isobutyle, d’autres non afin d’en mesurer la nécessité. L’acide aminé
sera une phénylalanine, une homophénylalanine ou un tryptophane afin de déterminer
l’effet de la nature de l’acide aminé et de la longueur de la chaîne.
D’autres analogues ont été synthétisés par le Dr Philippe Nakache et la Dr Cécile
Gauchet64 au cours de cette même étude. Ils ont essayé d’autres chélateurs du zinc et
d’autres substituants hydrophobes montés sur différentes longueurs de chaînes de
carbone.
Rétrosynthèse
Les composés cibles sont constitués d’un coeur cyclique à 5 membres, dont un azote,
soit une pyrrolidine (figure 18). Chaque carbone sur la pyrrolidine pourrait être
substitué. Le premier carbone (C-2) est substitué par un acide aminé. Un couplage
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peptidique permettrait d’introduire l’acide aminé sur l’acide correspondant, soit la
proline. Les acides aminés sont une source de chiralité peu coûteuse. Une synthèse
partant d’un acide aminé énantiomériquement pur permettrait de fixer un des centres
stéréogéniques dès le départ et ainsi d’effectuer une synthèse énantiosélective. Il faut
ajouter d’autres groupes fonctionnels sur la proline afin d’introduire les substituants en
C-3, C-4 et C-5. L’ajout d’un oxygène en C-5 formerait un lactame commercialement
disponible : l’acide pyroglutamique. Il serait alors possible d’introduire un substituant
en C-4 en aikylant l’énolate de lithium de l’acide pyroglutamique. Inclure un substituant
en C-3 est aussi envisageable par une addition 1,4 si le lactame Œ,f3-insaturé est
préalablement formé. Le subtituant en C-5 pourrait être inséré en passant par l’ion N
acyliminium. C’est pourquoi l’azote de la pyrrolidine devra être protégé en le
transformant en carbamate (ex. Boc).
Les substituants insérés ne sont pas nécessairement les substituants finaux. En effet,
puisque le but de cette étude est de varier les substituants afin d’en déterminer l’effet sur
l’activité biologique, il est préférable d’introduire des substituants fonctionnalisés qui
pourront à leur tour être transformés. Cela évite de devoir recommencer la synthèse du
début pour simplement changer la nature d’un substituant. De cette façon, des
intermédiaires synthétiques avancés, dont la configuration est fixée, pourront être
conservés pour usage ultérieur. Le substituant en C-4, par exemple, sera un allyle qui
pourrait être clivé par ozonolyze réductrice et le tosylate de l’alcool obtenu pourrait être
déplacé par divers nucléophiles (ex. : 1 ,$-naphthalimide).
25
ozonolyse réductrice, addition sur ion
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Figure 18 Analyse rétrosynthétique des inhibiteurs cibles.
Synthèse des analogues trisubstïtués
L’acide (R)-(+)-pyroglutamique (1) est utilisé comme produit de départ. Il provient de la
compagnie Lancaster en bouteilles de 25 g. Il s’agit de la forme non-naturelle de l’acide
pyroglutamique. Dans le but d’atteindre le plus de molécules cibles possible, la même
synthèse, partant de l’acide (S)-(-)-pyroglutamique, a été effectuée par la Dr Cécile
Gauchet et est rapportée dans sa thèse64. Le premier centre stéréogénique étant déjà fixé,
cela permet une synthèse énantiosélective. L’acide (1) en solution dans le méthanol est
traité avec le chlorure de thionyle pour obtenir l’ester méthylique correspondant sous la
forme d’une huile jaune (figure 19). Cette dernière est utilisée telle quelle sans























stoechiométrique d’anhydride dicarboxylique et de triéthylamine ainsi qu’une quantité
catalytique de 4-diméthylarninopyridine. Les premières transformations effectuées
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Figure 19 : Protection puis aikylation de l’acide pyroglutamique.
Le lactame protégé par un groupe électroattracteur peut alors être aÏkylé, en formant
Ï’énolate de lithium à basse température, par un halogénure daÏkyÏe activé puisque le
carbonyle a maintenant une réactivité se rapprochant d’une cétone66. Dans ce cas-ci,
l’hexaméthyldisilylamidure de lithium fait office de base forte et l’iodure d’allyle
d’halogénure d’alkyle activé. Un mélange de diastéréoisomères séparables par
chromatographie est obtenu dans un rendement modeste avec un ratio de 3.4 :1 en
faveur du composé trans (3a) à cause de l’encombrement stérique de l’ester de méthyle.
La stéréochimie relative est assignée par RMN NOESY (figure 20). Il est à noter qu’un
excès de base conduit à une augmentation de double aikylation. De plus, une grande
sélectivité n’est pas souhaitée dans la présente étude puisque le but est d’avoir accès à







Figure 20 Détermination de la stéréochimie par observation de l’effet NOE indiqué par la double
flèche.
Si le composé trans est désiré, un ester et un halogénure d’aÏkyle plus volumineux
devraient être utilisés. L’encombrement stérique supérieur augmentera de beaucoup la
diastéréosélectivité (table 1).
Table 1: Diastéréosélectivité de l’alkylation selon la nature des substituants de dérivés de l’acide
pyroglutamique.
Par contre, si le composé cis est voulu, une aldolisation avec l’aldéhyde correspondant,
en présence de trifluorure de bore éthéré, suivi d’une élimination de l’alcool obtenu puis
d’une hydrogénation en présence d’une quantité catalytique d’oxyde de platine(IV)
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Figure 21: Synthèse stéréosélective de dérivés 2,4-cis de l’acide pyroglutamique67.
Le composé trans (3a) est traité avec 1 équivalent d’une solution 1 M de
triéthylborohydrure de lithium (Super-Hydride©) dans le THf pour en obtenir
l’hémiaminal correspondant (figure 22). L’hémiaminal ayant une prédisposition à
éliminer une molécule d’eau pour former l’ène-carbamate, il est immédiatement
transformé, sans purification, en 0-Acyl hémiaminal.
LiEt3BH Ac20, TEA
0N)”C02Me THF, -78 C HO&4NCO2Me DMAP, DCM AcON’’CO2Me
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Figure 22 : Formation de l’ion N-acyliminium puis insertion du phosphonate sur le dérivé 2,4-trans
de l’acide pyroglutamïque.
Pour ce faire, il est acétylé avec 3 équivalents d’anhydride acétique en présence de
triéthylamine et d’une quantité catalytique de 4-diméthylaminopyridine. L’ éther
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d’hémiaminal a lui aussi tendance à former l’ène-carbamate correspondant en éliminant
une molécule d’acide acétique. Il est donc immédiatement utilisé. Le groupe
phosphonate est introduit par une attaque nucléophile de triméthylphosphite sur l’ion N



















Figure 23 t Méchanisme de l’insertion du phosphonate sur l’ion N-acyliminium.
Il en résulte, dans un excellent rendement, un mélange de diastéréoisomères séparés par
chromatographie dans un ratio de 1.5 1. Le composé C-2, C-5 cis (4b) est légèrement
favorisé par une balance d’effets stériques. La stéréochimie relative est assignée par
RIvIN NOE$Y (figure 24). Tel que spécifié précédemment, une faible stéréosélectivité





Figure 24 : Détermination de la stéréochimie par observation de l’effet NOE indiqué par la double
flèche.
jLes mêmes transformations ont été effectuées avec le composé cis (3b). Le rendement
est légèrement inférieur et le mélange de diastéréoisomères est inséparable par
chromatographie (figure 25). Il est impossible de déterminer un ratio entre les deux par
RMN ‘H puisque les pics se superposent. Le dédoublement des pics du RIVIN ‘3C
suggère que le phosphonate 5 est obtenu sous la forme d’un mélange. De plus, le spectre
RMN 31P montre 2 pics (ratio de 3 : 1). Il est présumé que le phosphonate est
principalement orienté vers le haut puisque l’ester de méthyle et l’allyle encombrent la
face du dessous. Ici, les composés (4a), (4b) et (5) constituent des intermédiaires
synthétiques avancés contenant tous les centres stéréogéniques devant être introduits. Il
ne reste plus qu’à fonctionnaliser la molécule avec divers groupes appropriés.
/ 1)L1Et3BH,-78C /
2) Ac20, TEA, MeC [\
ON’”CO2Me DMAP, DCM MeO_N’02Me
3) P(OMe)3 BF3OEt2 O
3b 72% à partir de 3b 5
mélange inséparable
Figure 25: Insertion du phosphonate sur le dérivé 2,4-cis de l’acide pyroglutamique.
L’alcène du composé (4a) est clivé par ozonolyse suivi d’un parachèvement réducteur
(figure 26). L’ozone bullé dans la solution de (4a) transforme l’oléfine en ozonide.
Normalement, l’ozonide est brisé par de la triphénylphosphine mais cette procédure
produit de l’oxyde de triphénylphosphine qui a le même Rf que l’aldéhyde. Cela
empêche d’obtenir l’aldéhyde purifié par chromatographie ou de voir par
chromatographie sur couche mince si la réaction subséquente avec l’aldéhyde brut est
terminée. Du sulfure de diméthyle a aussi été utilisé pour briser l’ozonide mais la
réaction est très lente. L’ozonide est donc directement réduit avec un large excès de
borohydrure de sodium (10 équivalents) dans le méthanol. L’ozonide est ainsi réduit
jusqu’à l’alcool en passant par l’aldéhyde in situ. L’ester de méthyle n’est pas réduit par
le borohydmre de sodium. L’alcool est utilisé tel quel sans purification parce qu’il est
très difficile à voir par chromatographie sur couche mince s’il n’est pas suffisamment
jconcentré. Il est traité avec une quantité stoechiométrique de chlorure de l’acide 4-
méthylbenzênesulfonique et de triéthylamine dans le dichiorométhane. Le tosylate
obtenu (6), étant UV-actif, est purifié par chromatographie dans un excellent rendement
global depuis l’alcène.
0,_i 0,
MeC 03, -78 C MeC NaSH4 MeC
MeO?C02Me DCM MeC N-’02Me MeOH Me02’C02Me
Boc Boc Boc
4a
Meq TsCI, TEA, DCM MeQ
Me0 F’J “CO2Me Me0 N
“CO2Me
OD O D
cOC 74% a partir de 4a LOC
6
Figure 26 : Ozonolyse réductive puis tosylation de I’aIIyIe du phosphonate 2,4-tra,,s, 4,5-cis.
Les mêmes transformations sont effectuées sur les autres diastéréoisomères
correspondants (4b) et (5) (figure 27). La série de réactions avec (4b) fournit le tosylate
(7) dans un rendement plus modeste sans doute à cause d’erreurs de manipulations. Le
composé (5) donne le composé (8), dans un rendement acceptable, sous la forme d’un
mélange de diastéréoisomères inséparable par chromatographie. Le ratio n’est toujours
pas déterminable puisque les pics de J{J4 ‘H sont toujours superposés. La présence de
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Figure 27 : Fonctionnalisation de I’alcène des autres diastéréoisomères des phosphonates.
Les tosylates (6), (7) et (8) sont ensuite déplacés par un excès de naphthaÏimidure de
sodium dans le DMf afin d’obtenir les composés portant un naphtlialamide en C-4, soit
(9), (10) et (11) respectivement (figure 28). Les rendements sont faibles. Le 1.8-
naphthalirnide est insoluble dans presque tous les solvants et le DMF doit être utilisé.
L’excédant de naphthalimide, qui est moins polaire que le composé voulu, est aussi
difficile à enlever par chromatographie. Il doit être sorti de la colonne sans faire éluer le
composé voulu. Comme il est très peu soluble dans les solvants organiques, une grande
quantité de solvant est nécessaire pour le faire sortir. Même si le composé voulu n’est
pas sensé migrer à la polarité utilisée (20% EtOAc/Hexanes), une faible quantité peut
être entraînée avec l’excédant de naphthalimide. Tous ces détails expliquent les faibles
rendements observés. Encore une fois, le composé (11) est isolé sous la forme d’un
mélange de diastéréoisomères, inséparable par chromatographie, de ratio inconnu. Les
composés (9). (10) et (11) étant maintenant fonctionnalisés en C-4. il ne reste plus quà





































Figure 28 : Déplacement du tosylate par le naphthalimidure de sodium.
L’ester de méthyle (9) est saponifié avec 2 équivalents d’hydroxyde de lithium dans un
mélange de THf, eau et méthanol (figure 29). Il n’y a aucune réaction à la température
ambiante et la réaction dure 2 jours à reflux à 60°C. L’acide (12) est récupéré dans un
rendement modeste. L’ester de méthyle (10) est saponifié dans les mêmes conditions et
l’acide (13) est obtenu dans un excellent rendement. mais la réaction est complète après








“CO2Me THF / H20 I MeOH
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99%
Figure 29 Conditions différentes de saponification de l’ester méthylique selon sa stéréochimie
relative au phosphonate.
Cette facilité qu’expose le composé (10) à être hydrolysé comparé au composé (9) ne
peut être expliqué avec certitude. Une des hypothèses émise est la participation d’un
groupe adjacent, souvent appelé effet de proximité. Il est proposé que le phosphonate cis
à l’ester de méthyle se retrouve très près de ce dernier et pourrait participer à l’hydrolyse
de l’ester. Des analyses RMN sur un composé analogue ont été effectuées mais aucune
preuve de ce phénomène n’a pu être rapportée.
L’ester de méthyle (11) réagit dans les mêmes conditions de saponification à la
température de la pièce mais très peu il reste beaucoup de produit de départ (figure 30).
Après 2 jours à 60°C, la réaction est complète et l’acide (14) est obtenu, dans un
excellent rendement, sous la forme d’un mélange de diastéréoisomêres. Cela présume







carboxylique puisque très peu a réagi à la température de la pièce, il a fallu chauffer
comme dans le cas du composée trans (9).
LiOH
THF/H20/MeOH
60 C, 2 jours
83%
Figure 30 : Saponification du composé 2,4-cis.
Un couplage peptidique entre les acides (12), (13) et (14) et la phénylalanine protégée
en ester de tert-butyle, donne les composés finaux protégés (15), (16) et (17)
respectivement, dans un rendement plutôt faible. Comme le sel d’hydrochlorure de
phénylalanine est utilisé, la base de Hunig’s est d’abord ajoutée à l’amine (figure 31).
Le stabilisateur I -hydroxybenzotriazole (HOBt) est ensuite ajouté, suivi de l’acide puis
finalement de 1’ activateur iodure de 1 -(3 -triméthylammoniopropyl)-3 -éthylcarbodiimide



















Figure 31: Couplage peptidique des composés 2,4-trans.
Le composé (17) est obtenu sous la forme d’un seul diastéréoisomère (figure 32). La
stéréochimie relative a été assignée par RMN NOESY (figure 33). Le ratio devait
fortement favoriser le composé trans en C-2, C-5 de tel sorte que le composé cis na pas
pu être isolé en raison de sa faible quantité. Cette observation a aussi été relevée par le















Figure 32 : Couplage peptidique du composé 2,4-cis.
jFigure 33 : Détermination de la stéréochïmie par observation de l’effet NOE indiqué par la double
flèche.
Les composés (15), (16) et (17) sont ensuite déprotégés (figure 34 et 36). Ils sont
dissous dans du 1 ,4-dioxane anhydre et du I-ICi gazeux est bullé dans la solution. Cela
clive les terl-butyles, soit le Boc et l’ester de tert-butyle, pour donner l’amine et l’acide
correspondant respectivement.
1) HCI (gaz), 1,4-dioxane, A
2) TMSBr, DCM
3) H20














HCI (gaz), 1,4-dioxane, A
1) H20
2) 0.05M NaOH -> pH 7.0
TMSO CO2H
Figure 34: Déprotections finales de l’inhibiteur potentiel de l’ECE 2,4-trans, 4,5-cis.
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Ensuite les composés sont traités avec un excès de bromure de triméthylsilane. Cela
clive le phosphonate de diaikyle en phosphonate de bis(trimethylsilane) (figure 35)68•
TMSO
CH3 TMSO






- CH Br TMSO
R—F—OH + (TMS)20 R—OTMS 3 ‘_OTMS Bre
OH OTMS R5CH,J
Figure 35 : Mécanisme de l’hydrolyse du phosphonate en acide phosphonique.
De l’eau est ajoutée afin d’obtenir l’acide phosphonique. Comme le composé n’est pas
soluble dans l’eau acide, le pH est ensuite ajusté à 7.0 avec une faible solution
d’hydroxyde de sodium. Le mono sel de sodium de l’acide phosphonique (18), (19) et
(20) sont finalement lyophilisés et envoyés à la compagnie Servier pour des tests
enzymatiques.
j1) HCI (gaz), 1,4-dioxane, A
2) TMSBr, DCM
3) H20
4) 005M NaOH -> pH 7.0
84%
1) HCI (gaz), 1,4-dioxane, A
2) TMSBr, DOM
3) H20
4) 005M NaOH -> pH 7.0
36%
Figure 36 Déprotections finales des autres diastéréoisomères inhibiteurs potentiels de I’ECE
Synthèse des analogues quadrisubstitués
L’acide (R)-(+)-pyroglutamique (1) est utilisé comme produit de départ. L’acide est
d’abord transformé en ester de méthyle par traitement avec un excès de chlorure de
thionyle dans le méthanol (figure 37). L’ester doit ensuite être réduit jusqu’à l’alcool,
par une quantité stoechiométrique de borohydrure de sodium dans l’éthanol, afin de
diminuer l’acidité de l’hydrogène en C-2. Si l’ester de méthyle était conservé comme
groupe protecteur, l’acidité de l’hydrogène en C-2 favoriserait la formation du dérivé
pyrrole lors de la formation de l’Œ,13-insaturation. Cela aurait comme conséquence
d’enlever toute chiralité à la molécule, annulant la pertinence d’une synthèse
énantiosélective. L’alcool est donc protégé sous la forme d’un éther de tert
butyldiphenylsilane (21) en présence de chlorure de tert-butyldiphenylsilane et







étapes dans un excellent rendement. Le lactame (21) est ensuite protégé par un Boc dans
les mêmes conditions que citées précédemment. Le pyroglutaminol protégé (22) est
purifié par chromatographie dans un excellent rendement69.
1) SOCI2 MeOH Q) OTBDPS Boc2O /OTBDPSO “COH ‘‘1/N 2 2) NaBH4, EtOH N TEA DMAP MeCNH 3) TBDPSCI, Imid., H 71% Boc
i
DMF 21 +1O%Produitdedépart 22
63% à partir de I
Figure 37: Estérification, réduction et protection de l’acide pyroglutamique69.
L’énolate de lithium du lactame protégé (22) est formé avec l’hexaméthyldisilylamidure
de lithium dans le THF à -78°C puis est neutralisé avec le bromure de phénylsélénane
(figure 38). Il en résulte le lactame protégé aikylé par le phénylsélénane. Ce dernier est
utilisé tel quel et est traité avec un excès de peroxyde d’hydrogène afin d’oxyder le
sélénium. En présence d’une quantité catalytique de pyridine, il y a élimination et le
lactame a,3-insaturé (23) est purifié par chromatographie dans un excellent rendement70.
4/OTBDPS 1) LiHMDS, PhSeBr, THF /OTBDPS
2) H202, pyridine, -78 C -> rt
Boc







Figure 38 : Oxydation de l’acide pyroglutamique protégé en lactame Œ,-insaturée par élimination
d’un sélénoxynane70.
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Un groupement isobutyle est introduit en C-3 par une addition 1,4 catalysée par le
cuivre(I). Le lactame a,f3-insaturé (23) est traité avec une quantité stoechiométrique de
bromure d’isobutylmagnésium et une quantité catalytique d’iodure de cuivre (figure 39).
Le composé (24) est isolé par chromatographie en tant qu’un seul isomère dans un
excellent rendement. La stéréosélectivité est induite par l’éther de silane qui est très
encombrant stériquement. La stéréochimie relative est assignée par RMN NOESY









Figure 40 Détermination de la stéréochimie par observation de l’effet NOE indiqué par la double
flèche.
L’énolate de lithium du lactame (24) est de nouveau formé avec
l’hexaméthyldisilylamidure de lithium dans le THf à -78°C (figure 41). L’iodure
d’allyle piège l’énolate pour former, dans un rendement modeste, un mélange de
diastéréoisomères séparés par chromatographie dans un ratio de 4: 1 en faveur du

















Figure 41: Alkylation du dérivé de l’acide pyroglutamique.
Il est à noter que la réaction ne semble pas aller jusqu’à complétion et que du produit de
départ est récupéré. Il y a aussi formation de produit doublement aikylé. La
stéréosélectivité semble contrôlée par l’isobutyle vicinal. Puisque cette sélectivité est
moyennement élevée, seul l’isomère (25a) sera utilisé pour poursuivre la synthèse en






Figure 42: Détermination de la stéréochîmie par observation de l’effet NOE indiqué par la double
flèche.
Le Dr Philippe Nakache a rencontré des difficultés à introduire le phosphonate en
présence du volumineux éther de silane71. Les temps de réaction étant plus longs, une
25b
‘+3
exposition prolongée au trifluorure de bore éthéré clive le Boc. Ce dernier est alors
difficile à réintroduire. Le groupe protecteur éther de silane sera donc changé pour un
ester. L’éther de silane (25a) est clivé en présence d’une quantité stoechiométrique de
fluorure de tétrabutvlanmrnniurn et d’un excès d’acide acétique dans le THF. La
présence d’acide ralenti la réaction mais est nécessaire pour protoirner l’alcoolate qui
autrement procède à une attaque intramoléculaire sur le lactame pour former la lactone
(27) par ouverture de cycle (figure 43)72
L——-<
1)TBAF,AcOH,THF
2) Réactif de Jones
N 3) CH2N2 Et20
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Figure 43 Déprotection, oxydation et estérification du dérivé de l’acide pyroglutamique.
Ensuite l’alcool, dissout dans l’acétone, est oxydé jusqu’à l’acide carboxylique par le
réactif de Joncs qui est une solution de trioxyde de chrome(VI) dans l’acide sulfurique
dilué. L’acide carboxylique est protégé en ester de méthyle par l’action d’un excès de
diazométhane dans l’éther. L’ester (26) est purifié par chromatographie dans un
excellent rendement après 3 étapes.
Le lactame (26) est ensuite converti en hémiaminal avec une quantité stoechiornétrique
de Super-Hydride®, puis directement en aminal avec un excès d’anhydride acétique, de




Larninal est immédiatement transformé en ion N-acylimminium par l’action du
trifluorure de bore éthéré et le triméthylphosphite donne les phosphonates correspondant
(28a) et (285) in situ dans un excellent rendement après 3 étapes et dans un ratio de 2: 1
en faveur du phosphonate cis à Fester de méthyle. La stéréochimie relative est assignée
par RIV1N NOESY (figure 45). Aussi, une faible diastéréosélectivité est souhaitable dans
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Figure 44: Insertion du phosphonate par addition sur l’ion N-acyliminium.
Les composés (28a) et (285) obtenus sont des intermédiaires synthétiques avancés. Ils
comportent déjà tous les centres stéréogéniques qui étaient à construire et il ne reste plus
qu’à fonctionnaliser diversement: avec un groupe hydrophobe en C-4 et avec un acide
aminé en C-2.
MeO N “CO2Me MeO N “CO2Me
Me0 Soc Me0 Soc
28a 28b
Figure 45: Détermination de la stéréochimie par observation de l’effet NOF indiqué par la double
flèche.
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Les composés (28a) et (28b) sont donc ozonolysés séparément afin de cliver l’alcène
(figure 46). L’ozonide obtenu est directement réduit par un excès de borohydrure de
sodium. L’ester de méthyle ne réagi pas dans ces conditions. L’alcool est ensuite tosylé
et les tosylates (29) et (30) sont purifiés par chromatographie dans de bons rendements
sur 3 étapes.
1) 03, -78 C, DCM
TS
“CO2Me 2) NaBH4 MeOH MeO
MeOMeO
Me0\ N 3) TsCI, TEA, DCM o
oc Bac
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Figure 46 Fonctionnalisation de t’alcène en napthalimide des composés tétrasubstïtués.
Les tosylates sont déplacés par le 1 ,$-naphthalimidure de sodium préalablement généré
dans le DMf. Après chromatographie, les composés (31) et (32) sont obtenus dans des
rendements modestes. La branche C-4 est maintenant fonctionnalisée.
Les esters de méthyles (31) et (32) sont saponifiés avec de l’hydroxyde de lithium
(figure 47). Les deux sont traités dans les mêmes conditions, soit 2 jours à 60°C. Les












Figure 47 t Saponification de l’ester des composés tétrasnbstïtnés.
L’acide (33) a été soumis aux mêmes conditions de couplage peptidique que les
composés trisubstitués. Cependant, aucun produit n’a été formé (figure 48). Le produit
de départ a été récupéré par chromatographie puis soumis à «autres conditions : PyBOP
(1 équivalent), IPr2NEt (2 équivalents) et L-PheOt-Bu (1 équivalent) mais sans succès. Il











Figure 4$: L’acide ne réagi pas ax conditions de couplage peptidique.
L’acide (34) a cependant bien réagit dans les mêmes conditions de couplage que les
composés trisubstitués. Il a été couplé, dans des rendements acceptables, avec 3 acides
aminés différents afin de mesurer l’impact de l’acide aminé lors de l’inhibition de
l’enzyme de conversion de l’endothéline (figure 49). Le composé (35) est obtenu après
couplage avec l’ester de tert-butyle de la L-phénylalanine. Le composé (36) est obtenu
après couplage avec l’ester de iert-butyle du L-tryptophane. Le composé (37) est obtenu
après couplage avec l’ester de méthyle de la L-homophénylalanine.
48
L-Phe0t-BuHCI
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Figure 49 : Diversification de l’acide aminé dans les couplages peptidiques.
Il ne reste plus qu’à déprotéger les composés (35) et (36) selon les mêmes conditions
que les composés trisubstitués (figure 50). Clivage du Boc et de l’ester de lert-butyle
avec du HCI gazeux dans le 1,4-dioxane. Hydrolyse du phosphonate en acide
phosphonique avec le bromure de trimethylsilane, et finalement ajustement jusqu’à pH
7.0 avec une solution diluée (0.05 M) d’hydroxyde de sodium pour former les sels de









dû être purifié par HPLC préparatif à phase inverse afin d’enlever une impureté
(aikylation de l’indole par le cation tert-butyle lors de la déprotection avec I-Ici), ce qui
explique le rendement global de seulement 7%.
1) HC( (gaz), 1,4-dioxane, A
2) TMSBr, DCM
3) H20
4) 005M NaOH -> pH 7.0
82%
1) HCI (gaz), 1,4-dioxane, A
2) TMSBr, DCM
3) H20
4) 005M NaOH -> pH 7.0
70/
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Figure 50 Déprotections finales des inhibiteurs potentiels de l’ECE tétrasubstitués.
Le composé (37) est traité dans les mêmes conditions mais, en plus, l’ester de méthyle
doit être saponifié avec de l’hydroxyde de lithium après le traitement au HO gazeux
(figure 51). Le produit final (40) est obtenu dans un rendement faible. Les composés
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Figure 51: Déprotectïons finales de l’inhibiteur potentiel de l’ECE avec un ester de méthyle.
Conclusion
Les composés (18), (19), (20), (38), (39) et (40) ont été synthétisés et envoyés pour tests
enzymatiques envers l’enzyme de conversion de l’endothéline (figure 52). Parmi ceux-
ci, 3 composés sont trisubtitués (18), (19) et (20). Ils possèdent tous une stéréochimie
différente. En fait, ils représentent toutes les stéréochimies atteignables depuis l’acide
(R)-(+)-pyroglutamique dans le chemin synthétique présenté puisque le composé C-2!C-
4 cïs, C-4/C-5 trans n’est observé qu’en trop faible quantité pour être amené jusqu’à la
fin de la synthèse. Ces composés révéleront l’importance ou non de la stéréochimie et, si
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Figure 52 Inhibiteurs potentiels de I’ECE synthétisés.
Les 3 autres composés (38). (39) et (40) sont quadrisubstitués. Ils ont tous la même
configuration relative puisque, dans la synthèse présentée. l’insertion de l’isobutyle en
C-3 est complètement stéréosélective, l’insertion en C-4 est trop sélective pour
permettre à l’isomère minoritaire d’être amené en fin de synthèse et le diastéréoisomère
avec le phosphonate (C-21C-5) trans n’a pu être couplé à un acide aminé. L’étude de ces







Chapitre 3 Résultats et analyse des tests enzymatiques
Analyse des tests enzymatiques
Voici les résultats des essais enzymatiques in vitro effectués par la compagnie
pharmaceutique Servier en tant qu’inhibiteurs de l’ECE humaine recombinée. Les
résultats présentés ici sont ceux de tous les composés synthétisés dans le laboratoire
Hanessian pour cette étude dans le but de faire une analyse complète de tous les résultats
obtenus. Les composés portant un nom commençant par CG sont ceux ayant été
synthétisés par les docteurs Cécile Gauchet et Philippe Nakache, et ceux dont le nom
commence par GC sont ceux synthétisés par moi-même.
Une première série tri-substituée, avec un groupe naphthalimide en Si et la
phénylalanine en S2’, est comparée. Tous les diastéréoisomères sont présentés (figure
53). Une certaine inhibition est atteinte mais aucune relation structure-activité ne peut
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Figure 53 Résultats des inhibiteurs tri-substitués avec naphthalimide et phénylalanine.
Par contre, il est possible de prouver la nécessité de chacun des groupes en les
substituant un à un (figure 54). On remarque alors que le remplacement de l’acide
phosphonique comme groupe chélateur du zinc par un acide carboxyÏique (CGIV-O8)
diminue de beaucoup l’inhibition. Aussi, si le gros groupe hydrophobe naphthalimide
est remplacé par un autre groupe plus petit (CGIV-02 et CGIII-1$5) l’inhibition est
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Figure 54 : Vérification de la nécessité des groupes dans la série tri-substituée.
Dans le but d’améliorer l’inhibition de la série tri-substituée, une diversification de
l’acide aminé en S2’ a été essayée (figure 55). Il se trouve que l’homophénylalanine
(CGIV-189) et le tryptophane (CGIV-23 et CGIV-194) améliorent quelque peu
l’inhibition comparé à la phénylalanine. Une autre diversification effectuée est
Pélongation d’un carbone de la chaîne portant le naphthalimide (CGIV-17$). Il en
résulte une faible réduction de l’inhibition.
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Figure 55 Variations sur la série tri-substituée.
Dans le cas des inhibiteurs tétra-substitués (figure 56), les résultats sont plus éloquents.
En effet. il y a une grosse différence d’inhibition entre les 2 diastéréoisomères portant
les groupes naphthalimide et phénylalanine (GCI-206 et CGIV-13). Il semble donc que
les inhibiteurs tétra-substitués dérivés de l’acide R-(+)-pyroglutamique non naturel
soient plus actifs que l’autre. La nécessité du groupe naphthalimide est encore prouvée
avec une diminution de l’inhibition pour les composés CGIV-27 et CGIV-15.
Le composé GCI-206 ayant un 1C50 de 3 jiM, il est intéressant de le diversifier afin de
pousser l’étude. Un remplacement de la phénylalanine par une homophénylalanine
(GCII-13$) ou un tryptophane (GCII-199) entraîne une amélioration de l’inhibition
comme dans le cas des inhibiteurs tri-substitués. De plus. un test plus récent indique que
le composé GCII-199 possède un 1C50 de 100 nM, ce qui en fait un composé intéressant
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Figure 56 Résultats des inhibiteurs tétra-substitués.
Quelques suggestions de travaux futures peuvent être proposés (figure 57). Notamment
de remplacer le groupe isobutyle par un arylacétylène (41) ou un dibenzofurane (42)
comme dans les études de Novartis (figure Ï 5). Ils obtiennent des 1C50 de 6-33 nM avec
des inhibiteurs qui n’ont même pas de substituants en Sj. Il serait intéressant de voir le
comportement d’un tel composé face à l’ECE.
La configuration à l’acide phosphonique semble importer peu dans notre étude. Cela est
peut-être dû à ce que l’acide phosphonique est trop près du cycle. La différence entre le
groupe chélateur par en haut ou par en bas est trop semblable pour engendrer une grande
différence d’inhibition. L’ajout d’un carbone pour créer une chaîne portant l’acide
coN
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Figure 57 Propositions de travaux futurs
Un inhibiteur double de l’ECE et de 1’ECA pourrait aussi être souhaitable pour certaines
applications thérapeutiques. Un inhibiteur de l’ECA connu, le captopril, possède un
groupe proline facilement associable à la pyrrolidine de nos inhibiteurs. Il serait donc
possible de greffer une queue sur F azote de la pyrrolidine (44) qui correspondrait au







f inalement, il pourrait être intéressant d’espacer les substituants isobutyle et
naphthallmide pour vérifier s’ils sont bien placés optirnalement au coeur du site actif de
l’enzyme. Un composé de type bicyclique (45) pourrait bien convenir à cette approche.
Conclusion
Plusieurs inhibiteurs de I’ECE ont été synthétisés et testés in vitro. Aucune relation
structure-activité n’a pu être déduite en ce qui a trait à la stéréochimie si ce n’est pour le
composé GCII-206 qui semble avoir la meilleure stéréochimie. Il faut par contre
spécifier que tous les diastéréoisomères possibles n’ont pas été synthétisés dans la série
tétra-substituée. Néanmoins, la nécessité de tous les groupes a été vérifiée.
Bref, le groupe isobutyle en S1’ semble améliorer de beaucoup l’activité inhibitrice. Le
tryptophane est un meilleur choix d’acide aminé en S2’ que la phénylalanine. Il est
défavorable d’allonger la chaîne portant le naphthalimide. Tel que déjà rapporté dans la
littérature (Curr. Pharm. Des. 1997, 3, 597), plus le groupe hydrophobe en Si est
volumineux, plus l’activité est grande.
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Chapitre 4 Section expérimentale
Instrumentation
Les spectres infra-rouge ont été enregistrés avec un spectrophotomètre Perkin-Elrner
fTIR Paragon 1000. Les échantillons ont été déposés en solution sur une pastille de
NaC1 et le solvant a été évaporé.
Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été pris en solution dans des
tubes de Pyrex avec un appareil Bruker 400MHz ou 300MHz. Les déplacements
chimiques sont exprimés en parties par million (ppm) selon l’échelle et ont comme
référence le solvant utilisé (7.27 ppm pour le CDC13, 4.80 ppm pour le D20). Les
valeurs des constantes de couplage J sont exprimées en Hertz (Hz). Les symboles
employés pour la description de la multiplicité sont les suivants
s singulet t : triplet
d : doublet q quadruplet
dd: doublet de doublets qt quintuplet
ddd : doublet de doublets de doublets m multiplet
br pic large
Les spectres de masse ont été enregistrés avec un spectromètre Kratos MS-50 TCTA ou
VG-autospec-C1 par la technique de bombardement «atomes rapides (FAB). Seul les
fragments moléculaires de haute résolution ont été assignés.
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Chromatographie
La plupart des produits ont été purifiés par chromatographie éclair sur un gel de silice
Kieselgel 60 (Merck no 9385, treillis 200-400). Les solvants utilisés comme éluant ont
été distillés avant usage.
Des chromatographies sur couche mince (CCM) ont été faite sur des plaques de silice
avec support de verre disponibles commercialement pour suivre la progression des
réactions (épaisseur 250 jim, Merck, Kieselgel 60 F254).
Agents révélateurs
Lumière ultra-violette (254 nm) : Les produits possédant des chromophores qui montre
une absorption dans la région ultraviolette ont été facilement détectés sur la CCM.
Permanganate de potassium: Les plaques ont été immergées dans une solution aqueuse
de KMnO4 (3 g), de K2C03 (20 g) et de 5 mL d’une solution NaOH 5% dans 300 mL
d’eau, puis chauffées. La plupart des produits ont donnés une tache jaune.
Ninhydrine: Les groupes amines ont été visualisés par l’action de la ninhydrine (2 g)
dans le n-butanol (600 mL) et l’acide acétique (1$ mL). Les plaques sont ensuite
chauffées et montrent une tache jaune ou rouge dépendant du type d’amine.
Solvants de réaction
Le méthanol et la N,N-diméthylformamide sont utilisés tel quel, sans autre purification,
de grade spectrophotométrique disponible commercialement.
Le tétrahydrofurane (THF), le diéthyl éther (Et20) et Je dichlorométhane (DCM)
anhydre proviennent d’un système de séchage par colonne SDS.
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Notes
Dans le but de simplifier la nomenclature, le logiciel Autonom (version 2.2) de la
société Beilstein a été utilisé pour nommer les composés. Il en résulte des noms
anglophones.
Procédures générales et données expérimentales
5-Oxo-pyrrolidine-(2R)-carboxylic acid methyt ester
SOCI2, MeOH
N ‘COOH N “CO2Me
H H
(1)
Une solution d’acide D-pyroglutamique 1 (25.37 g, 196 mmol) dans le méthanol (220
mL) est refroidie dans un bain de glace sèche-méthanol. Du chlorure de thionyle (16
mL, 221 mmol) est ajouté en 15 min à la solution de -25 à -20°C. La solution est laissée
réchauffer jusqu’à la température ambiante et agitée 1.5 h de plus. Le solvant du
mélange obtenu est évaporé sous pression réduite et donne l’ester, une huile incolore qui
est utilisée telle quelle pour la prochaine réaction.







À une solution de l’ester (théoriquement 196 mmol) dans 250 mL de méthanol sous
atmosphère d’argon à 0°C est ajouté par portions du borohydrure de sodium (8.36 g, 221
mmol). Une évolution de gaz est observée. La réaction est agitée pendant 1 heure à 0°C
puis le pH de la solution est ramené à 6 avec de l’acide acétique glacial ajouté goutte à
goutte. Le mélange est passé sur une colonne de gel de silice et de terre de diatomée. La
colonne est lavée avec du méthanol chaud. Le solvant est évaporé sous pression réduite
puis le résidu est co-évaporée avec du toluène (3 fois) pour donner l’alcool sous la
forme d’une huile légèrement teintée de vert qui est utilisée telle quelle pour la réaction
suivante.






À une solution d’alcool (théoriquement 196 rnmol) dans 250 mL de DMF sous
atmosphère d’argon à la température ambiante sont ajoutés du chlorure de tert
butyldiphénylsilyle (76.4 mL, 294 mmoÏ) et de l’imidazole (40.0 g. 588 rnmol). La
réaction est agitée pendant 48 heures. La solution est diluée dans de l’éther diéthylique,
la phase organique est lavée avec de l’eau (3 fois), puis avec une solution saturée en
NaCÏ, séchée avec du Na2SO4, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le mélange est
purifié par chromatographie sur gel de silice (EtOAc/hexanes. gradient de O: 1 à 3 : 1)




Les données de caractérisation (RMN 1H et ‘3C) sont identiques à celles obtenues dans
la littérature .
5-Oxo-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert-butyl ester 2-methyl ester (2)
Boc2O, Et3N
N “CO2Me N ‘CO2Me
H DMAP, MeCN Boc
(2)
Procédure A:
Du dicarbonate de di-tert-butyle (53.3 g, 244 mrnoÏ) est ajouté à une solution d’ester
(théoriquement 121 mmol) et de DMAP (1.01 g, 9 mmol) dans l’acétonitrile (275 mL)
et la triéthylamine (90 mL). Le mélange est agité à température ambiante pendant 4$
heures. Le solvant est évaporé sous pression réduite, le résidu est dissout dans l’acétate
d’éthyle (350 mL) et lavé successivement avec une solution aqueuse de HCY lN (350
mL), une solution aqueuse saturée de NaHCO3 (350 mL) et une solution aqueuse saturée
de NaCl (175 mL). La phase organique est séchée avec du Na2SO4 anhydre, filtrée et le
filtrat concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel
de silice (EtOAc/hexanes, 3 : 7) pour donner 2 (22.1 g, 75%, 2 étapes) sous forme de
cristaux incolores.










La procédure A est utilisée. Le mélange est purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, 2: 8) pour donner l’amine protégée 22 (16.9 g, 71% + 10% de produit
de départ récupéré) sous la forme d’un solide jaune pâle.
Les données de caractérisation (RMN ‘H et 13C) sont identiques à celles obtenues dans
la littérature77.
(2R)-(tert-ButyI-dipheny]-silanyloxymethyl)-5-oxo-2,5-dihydro-pyrrole-1 -
carboxylic acid tert-butyl ester (23)
QC),,/OTBDPS
1) LiHMDS, PhSeBr, -780 /OTBDPS
N 2) H202 pyridine, -780 -> rt N
Boc Boc
(22) (23)
À une solution de la lactame 22 (16.9 g, 37 mmol) dans 250 mL de THf à -78°C sous
atmosphère d’argon est ajouté une solution de LiHMDS (41 mL, 1.0 M/THF, 41 mmol)
et la solution est agitée à -78°C pendant 1 heure. Une solution de bromure de
phénylsélane (9.7 g, 41 mmol) dans le THF est préalablement refroidie à -78°C avant de
l’ajouter par canule à la solution précédente et le mélange est ensuite agitée à -78°C
pendant 5 heures. Une solution aqueuse saturée en NH4CI est ajoutée à la solution qui
est ensuite extraite avec de l’EtOAc. Les phases organiques combinées sont lavées avec
une solution saturée de NaCl, séchées avec du Na2S04 anhydre, filtrées et le filtrat
évaporé sous pression réduite.
Le résidu obtenu, une huile rouge, est dissout dans 250 mL de DCM. Cette solution est
refroidie à -78°C avant que de la pyridine (8.96 mL) et du peroxyde d’hydrogène 30%
(12.53 mL) y soient ajoutés lentement. Le mélange est laissé réchauffer sous agitation
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jusqu’à la température ambiante. La phase organique est lavée avec une solution
aqueuse saturée de NaCI, séchée avec du Na2SO4 anhydre, filtrée et le filtrat est
concentré sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de
silice (EtOAc/hexanes, 2 8) pour donner 23 (14.0 g, 84%, 2 étapes) sous forme de
cristaux incolores.
Les données de caractérisation sont identiques à celles obtenues dans la littérature78.
(2R)-(tert-Butyl-diphenyl-silanyloxymetliyl)-(3R)-isobutyt-5-oxo-pyrrolidine-1-






De l’iodure de cuivre(I) placé dans un ballon sous la pompe à palettes est activé au
préalable en le chauffant jusqu’à ce que la poudre devienne jaune clair. Dans un ballon
préalablement flambé sous courant d’argon est ajouté une solution 2 M/Et20 de bromure
d’isobutylmagnésium (8.3 mL, 16.5 mrnol) dans de l’éther anhydre à -20°C. L’iodure de
cuivre(I) (225 mg, 1.2 mmol) y est ajouté et la suspension est agitée à -20°C pendant 15
minutes. Le mélange devient alors noir. La lactame insaturée 23 (5.3 g, 11.8 mrnol),
dissoute au préalable dans de l’éther, est additionnée goutte à goutte par canule. Après 3
heures, un mélange équivolumique d’une solution aqueuse saturée en NH4CI et d’une
solution aqueuse de NH4OH 0.5 M est ajouté et la solution est laissée remonter à la
température ambiante. La phase organique est extraite à l’éther, lavée avec une solution
saturée de NaCl, séchée avec du Na2$04 anhydre, filtrée et le filtrat concentré sous
pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, gradient de 1.5 : 8.5 à 2: 8) pour donner 24 (5.4 g, 87%) comme seul
isomère sous la forme d’une huile légèrement jaune.
(24)
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[Œ] +19.90 (c = 3.68, CHC13);
RIvfN ‘H (CDC13) 7.59 (t, 4H. TBDPS-ArH, J 7.7 Hz); 7.33-7.25 (m, 6H. TBDPS
ArH); 3.88-3.8 1 (m, 2H, CH2O et NCH); 3.69 (d, 1H. CH2O, J 9.2 Hz); 2.86 (dd, 1H,
O=CCH7, J = 8.8, 17.6 Hz); 2.37 (ddd, 1H, CH, J = 7.7, 7.7, 7.7 Hz); 2.09 (d, 1H,
O=CCH7, J= 17.6 Hz); 1.60-1.53 (m, 1H, CH); 1.39 (s, 9H, Boc); 1.33-1.21 (m, 2H,
CH2); 1.01 (s, 9H, TBDPS); 0.85 (d. 6H. CH3. J= 6.4 Hz);
RIv1N ‘3c (CDC13) 175.0, 150.4, 135.9, 133.3, 130.3, 128.3, 83.2, 65.0, 64.8, 44.9,
39.0, 3 1.4, 28.4, 27.2, 25.7, 23.2, 22.8, 19.6;
SM: (BR)410.2;
(4S)-Ally]-5-oxo-pyrrolidine-(1,2R)-dicarboxylic acid 1-tert-butyi ester 2-methyl
ester (3a)
(4R)-AlIyl-5-oxo-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert-butyl ester 2-methyl
ester (3b)
LiHMDS, Allyl iodide, -78C




Dans un ballon préalablement flambé sous un courant d’argon est dissoute la lactame 2
(22.1 g, 91 mmol) dans le THF (0.12 M) puis la solution est refroidie à -78°C. Après 15
min d’agitation à cette température, une solution de LiHMDS (95 mL, 1.0 M/THF, 95
mmol) est additionné goutte à goutte sur une période de 30 min puis le mélange est agité
pour encore 30 min. Une solution d’iodure d’allyle (9.1 mL, 100 mmol) dans le THF
(0.12 M), préalablement refroidie à -78°C, est ajoutée lentement par canule et le
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mélange réactionnel est agité à -78°C pendant 9 heures. Une solution aqueuse saturée de
NH4CI est alors ajoutée et la solution est laissée remonter jusqu’à température ambiante.
Le mélange est extrait avec Et20. lavé avec une solution saturée de NaCl, séchée avec
du Na7SO4 anhydre, filtrée et le filtrat concentré sous pression réduite. Le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (EtOAc/hexanes, gradient de 1 : 9 à 2: 8)





[ŒJD +32.3° (c = 0.47, CHC13);
RIVIN ‘H (CDC13) 5.73 (dddd, 1H, =CH. J= 7.0, 7.0, 10.0, 17.0 Hz); 5.13-5.06 (in,
2H. CH2); 4.57 (dd, 1H. NCH, J= 1.7, 9.5 Hz); 3.78 (s, 3H, CH3); 2.76-2.60 (m, 2H);
2.18 (ddd, 2H, J= 1.8, 8.7, 13.4 Hz); 2.01 (ddd. 1H, J 9.6, 11.4, 13.4 Hz); 1.50 (s, 9H,
Boc);
RMN l3 (CDC13) 174.2, 171.7, 158.3, 134.2. 117.7. 83.5, 56.8, 52.4, 41.1, 34.3. 27.8,
27.6;
IR (pur) : 2981.4, 1793.1, 1751.9, 1718.4, 1642.4, 1438.7, 1370.8, 1316.9, 1251.7,





[Œ]D -3.4° (c = 0.93. CHCÏ3);
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RIVIN ‘H (CDC13) 5.74 (dddd, 1H, CH, J= 6.1, 7.6, 9.6, 17.7 Hz); 5.10-5.03 (rn, 2H,
=CH2); 4.51 (dd, 1H, NCH, J 7.0, 8.8 Hz); 3.78 (s, 3H, CH3); 2.71-2.60 (m, 2H); 2.47
(ddd, 1H, J = 8.9, 8.9, 13.3 Hz); 2.27-2.16 (m, 1H); 1.73 (ddd, 1H, J = 7.7, 7.7, 13.3
Hz); 1.49 (s, 9H, Boc);
RIVN ‘3c (CDCY3) 174.1, 171.8, 158.7, 134.4, 117.6, $3.6, 57.2, 52.4, 42.0, 35.0, 27.7,
26.7;
IR (pur): 2981.4, 1792.7, 1752.4, 1720.7, 1439.4, 1370.8, 13 19.6, 1256.3, 1210.6,
1152.1, 1020.7, 847.1, 788.4cm1;
SM: (BR) 284;
(3R)-AllyI-(5R)-(tert-butyl-dïphenyl-silanyloxymethyl)-(4R)-isobutyl-2-oxo-
pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (25a)
LiHMDS, AflyHodide, -78C
O»\
Boc OTBDPS Boc OTBDPS Boc OTBDPS
(24) (25a) (25b)
La procédure B est utilisée. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, 0.5 : 9.5) pour donner 25a (2.1 g, 37%) et 25b (0.5 g, 9%) sous la
forme de solides blancs dans un rapport de 4: 1. Seul le composé 25a est caractérisé et
utilisé par la suite.
tŒ]D +14.9° (c = 1.49, CHC13);
RMN ‘H (CDC13) 7.66-7.61 (m, 4H, TBDPS-ArH); 7.46-7.35 (m, 6H, TBDPS-ArH);
5.82-5.73 (m, 1H, =CH); 5.11-5.04 (m, 2H, CH2); 3.83-3.69 (m, 3H, CH2O et NCH);
2.60-2.54 (m, 1H); 2.40-2.22 (m, 3H); 1.65-1.56 (m, 1H); 1.42 (s, 9H, Boc); 1.38-1.29
(m, 2H); 1.07 (s, 9H, TBDPS); 0.91 (t, 6H, CH3, J 6.3 Hz);
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RIvIN c (CDCÏ3) 175.8, 149.9, 135.5, 132.9, 132.7. 129.7, 127.7, 117.3, 82.7, 64.1,
63.7, 49.6, 46.3, 36.1, 33.8, 27.8, 26.7, 25.1, 22.6, 19.1;
SM: (BR) 45 0.3
(HR) caic. pour C33H47NO4NaSi 572.3 17208, obt. 572.3 18400.
(4R)-Allyl-(3R)-isobutyl-5-oxo-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1-tert-butyl
ester 2-methyl ester (26)
1) TBAF, AcOH, THF
2) Oxydation de Jones
3) CH2N2, Et20
OTBDPS
La lactame 25a (2.0 g, 3.65 mmol) est mise en solution dans du THf. L’acide acétique
est ajouté (0.84 mL, 14.60 mmoÏ) suivit d’une solution 1.0 M!THF de TBAF (4.75 mL,
4.74 mmol) et la solution est agitée pendant 48h. Une solution aqueuse saturée de
NaHCO3 est ajoutée, le mélange est extrait à l’éther. Les phases organiques combinées
sont lavées avec une solution aqueuse saturée de NaC1, séchées avec du Na2$04
anhydre, filtrées et le filtrat est évaporé sous pression réduite. Le résidu est utilisé tel
quel pour la réaction suivante.
L’alcool obtenu est mis en solution dans l’acétone et le réactif de Jones est additionné
goutte à goutte jusqu’à ce qu’une couleur orange-rouge persiste (excès de réactif). La
solution est agitée encore 10 min. Une solution aqueuse saturée de NaCI est ajoutée au
mélange qui est ensuite extrait avec de l’éther. La phase aqueuse est extraite une
seconde fois avec de l’EtOAc. Les phases organiques combinées sont séchées avec du
Na2SO4 anhydre, filtrées et le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner un
solide brut utilisé tel quel pour la prochaine réaction.
L’acide carboxylique brut est mis en suspension dans de l’éther à 0°C et une solution de
diazométhane dans de l’éther (fraîchement préparée à partir de Diazald®) est ajoutée
(25a) (26)
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jusqu’à ce que la couleur jaune persiste. Le solvant est alors évaporé sous pression
réduite sans chauffer. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, 2: 8) pour donner l’ester 26 (0.8 g, 65%, 3 étapes) sous la forme d’une
huile incolore.
[Œ]D -30.7° (c = 0.82, CHC13);
RMN ‘H (CDCI3) 5.73 (dddd, 1H, =CH. J= 7.2, 7.2, 9.9, 17.3 Hz); 5.10-5.03 (m. 2H,
=CH7); 4.17 (d, 1H, NCH, J= 4.3 Hz); 3.77 (s, 3H, CH3); 2.55-2.49 (m, 1H); 2.39-2.27
(m. 2H); 2.14-2.07 (m, 1H); 1.76-1.69 (m, 1H); 1.49 (s, 10H, Roc et 1H); 1.38-1.31 (m,
1H); 0.90 (dd, 6H, CH3, J= 6.6, 12.8 Hz);
RIVIN l3 (CDCÏ3) 175.0, 172.6, 149.8, 135.1, 118.4, 84.1, 63.9, 52.8, 49.8, 45.6, 36.2,
35.6, 28.3, 25.5, 23.2, 22.5;
SM: (BR)240.1
(HR) caic. pour C,8H29NO5Na 362.194343, obt. 362.194900.
N H Boc
RIVIN ‘H (CDCT3) 6.02 (br, 1H, NH); 5.83-5.67 (m, 1H, =CH); 5.16-5.07 (m, 2H,
=CH2); 4.23-4.16 (m, 1H, OCH2); 3.26-3.77 (m, 1H, OCR2); 3.48-3.40 (m, 1H, NCH);
2.47-2.40 (m, 2H); 2.23-2.18 (m, 1H); 1.98-1.87 (m, 1H); 1.69-1.55 (m, 1H); 1.49 (s,




tert-buty] ester 2-methyl ester (4a)
(4S)-Allyl-(5R)-(dimethoxy-phosphoryl)-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1-
tert-butyl ester 2-methyl ester (4b)
1) LiEt3BH, THF, -78C
2) Ac20, Et3N, DMAP c
O N “CO2Me 3) P(OMe)3 BF3OEt2 MeO N ‘CO2Me MeO’ N “CO2Me
Boc OMe Boc OMe Boc
(3a) (4a) (4b)
Procédure C:
Dans un ballon préalablement séché sous un courant d’argon, la lactarne 3a (10.5 g, 37
mmol) est dissoute dans 200 mL de THf anhydre et refroidie à -78°C. Une solution de
1.0 M/THF de Super-Hydride® (41 mL, 41 mmol) est additionné goutte à goutte sur
une période de 30 min puis le mélange est agité à -78°C pendant une heure. Une
solution aqueuse saturée de NaHCO3 est ajoutée suivi de 20 gouttes de peroxyde
d’hydrogène 30%. Le mélange est laissé sous agitation pendant 30 min à 0°C. Après
évaporation du THf sous pression réduite, la phase aqueuse est extraite avec du DCM.
Les phases organiques combinées sont lavées avec une solution aqueuse saturée de
NaC1, séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées et le filtrat est évaporé sous pression
réduite sans chauffer. Le résidu est utilisé tel quel pour la prochaine réaction.
L’hémiaminal est dissout dans 250 mL de DCM et traité sous agitation, dans l’ordre,
avec de la Et3N (15.5 mL, 111 mmol), de l’Ac20 (10.5 mL, 111 nElmol) et du DMAP
(0.7 g, 6 mmol). La solution est laissée sous agitation pendant 16 heures à la
température ambiante. Une solution aqueuse saturée de NaHCO3 est ajoutée et le
mélange est extrait au DCM. Les phases organiques combinées sont lavées avec une
solution aqueuse saturée de NaC1, séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées et le filtrat
est évaporé sous pression réduite sans chauffer. Le résidu est utilisé tel quel pour la
prochaine réaction.
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L’aminal est dissout dans 200 mL de DCM et refroidi à -78°C. Du P(OMe)3 (4.7 mL, 40
mmol) est ajouté goutte à goutte, suivit de BF3OEt2 (4.7 mL, 37 mrnol). La solution est
agitée 1h à -78°C et laissée réchauffer à la température ambiante. De l’eau est ajoutée et
le mélange est extrait avec du DCM. Les phases organiques combinées sont lavées avec
une solution aqueuse saturée de NaC1, séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées et le
filtrat est évaporé sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur
gel de silice (EtOAc/hexanes, gradient de 5 : 5 à 1: 0) pour donner les phosphonates 4a






[Œ]D +10.6° (e = 0.70, CHC13);
p4 1H (CDC13) 5.77 (m, 1H, =CH); 5.11-5.00 (m, 2H. CH2); 4.45 (dd, 1H, J 2.7,
7.5 Hz); 4.31 (d, 1H, J 8.7 Hz); 3.77 (d. 3H, P(OMe)2. J = 0.5 Hz); 3.75 (d, 3H,
P(OMe)2, J = 1.1 Hz); 3.72 (s, 3H, CH3); 2.71-2.43 (m, 3H); 2.3 1-2.23 (m, 1H); 1.96
(dd, 1H,J= 5.8, 12.7 Hz); 1.44 (s, 9H, Boc);
RMN ‘3C (CDC13) 174.0, 153.7, 136.7, 116.9, 81.2, 59.4, 57.2, 55.7, 53.7, 52.5, 39.6,
35.4, 33.8, 22.5;
RIVfl 31P (CDCI3) 25.8;
SM: (BR) 378.1







[Œ]D .470 (c = 0.82, CHC13);
RMN 1H (CDC13) 5.71 (dddd, 1H, =CH, J= 6.9, 6.9, 10.2, 17.2 Hz); 5.11-5.04 (m,
2H, =CH2); 4.41-4.26 (m, 1H); 4.08-3.99 (m, 1H); 3.86 (d, 3H, P(OMe)2, J = 10.4 Hz);
3.76 (d, 3H, P(OMe)2, J = 10.6 Hz); 3.73 (s, 3H, CH3); 2.63-2.47 (m, 2H); 2.13-2.04 (m,
3H); 1.45 (s, 9H, Boc);
RIvIN ‘3c (CDC13) 172.9, 154.3, 135.2, 118.4, $1.4, 59.3, 54.4, 53.0, 52.5, 39.2, 38.4,
34.2, 33.5, 28.5;
RMN 31P (CDC13) 26.4;
SM: (BR) 378.1
(HR) caic. pour C16H2907NP 378.16815, obt. 378.16720.
(4R)-AllyI-5-(dimethoxy-phosphoryl)-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert
butyl ester 2-methyl ester (5)
1) L1Et3BH, THF, -78C
2) Ac20, Et3N, DMAP
O N “CO2Me 3) P(OMe)3, BF3OEt2 MeO N “CO2Me
Boc OMe Boc
(3b) (5)
La procédure C est utilisée. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, 8: 2) pour donner 5 (3.0 g, 72%), un mélange inséparable, sous la
forme d’un solide blanc.
RMN H (CDC13) 5.84-5.65 (m, 1H, CH); 5.12-5.01 (m, 2H, CH2); 4.36-4.30 (m,
1H); 4.27-4.20 (m, 1H); 3.94-3.89 (m, 3H, P(OMe)2); 3.79-3.74 (m, 6H, P(OMe)2 et
CH3); 2.77-2.15 (m, 5H); 1.43 (s, 9H, Boc);
RIvIN ‘3c (CDC13) 172.5, 154.2, 136.6, 116.9, $1.8, 60.1, 59.9, 58.6, 56.7, 54.8, 52.4,
41.3, 38.4, 35.1, 34.5, 34.3, 28.5;
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RMN 31P (CDCI3) 27.3, 23.6;
SM: (BR) 378.2;
(4R)-Allyl-(5S)-(dimethoxy-pliosphory])-(3R)-isobutyl-pyrrolidine-(1,2R)-
dicarboxy]ic acid 1-tert-butyl ester 2-methyl ester (28a)
(4R)-AlIyI-(5R)-(dimethoxy-phosphoryl)-(3R)-isobutyl-pyrrolidine-(1,2R)-
dicarboxylic acid 1-tert-butyl ester 2-methyl ester (2$b)
1) L1Et3BH, THF, -78C
2) Ac20, Et3N, DMAP o q
N ‘2Me 3) P(OMe)3, BF3OEt2 MeO N ‘CO2Me MeO’ N “CO2Me
Boc OMe Boc OMe Boc
(26) (28a) (28b)
La procédure C est utilisée. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, 3 : 7) pour donner 28a (262 mg, 29%) et 28b (544 mg, 58%) sous la




[a]0 +36.9° (c = 2.02, CHCI3);
RMN 1H (CDC13) 5.60-5.51 (m, 1H, CH); 4.94-4.88 (m, 2H, CH2); 3.94 (br, 1H);
3.84 (d, 1H, J= 3.7 Hz); 3.64-3.59 (m, 9H, P(OMe) et CH3); 2.34-2.11 (m, 3H); 1.99
(br, 1H); 1.53-1.37 (m, 2H); 1.25 (s, 10H, Boc et 1H); 0.72 (t, 6H. 2CH3,J 7.6 Hz);
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RIvIN ‘3c (CDCÏ3)6 173.7, 153.7, 135.9, 118.0, 81.0, 66.4, 60.6, 58.5, 53.2, 52.2, 46.8,
45.0, 44.5, 40.4, 28.3, 25.9, 23.1, 22.3;
RI\4N 31P (CDC13) 6 28.8;
IR (pur) : 3485.7, 3078.5, 2956.5, 2871.7, 2852.8, 175 1.7, 1706.4, 1641.3, 1455.8,
1391.6, 1367.8, 1254.2, 1177.1, 1138.2, 1058.7, 1034.0, 917.6, $61.8, 828.7, 771.8,
752.3, 549.8 cm;
SM: (BR) 434;





[Œ]D +36.5° (c = 1.23, CHC13);
RMN 1j (CDCI3) 6 5.77-5.66 (m, 1H, =CH); 4.94-4.82 (m, 2H. =C112); 4.24-4.09 (m,
1H); 3.77-3.63 (m, 4H, P(OMe)2 et 1H); 3.57-3.54 (m, 6H, P(OMe)2 et CH3); 2.45-2.35
(m, 2H); 2.17-2.12 (m, 1H); 1.92-1.77 (m, 1H); 1.61-1.57 (m, 1H); 1.29-1.16 (s, 11H,
Boc et 2H); 0.6$ (dd, 6H, 2CH3, J 6.5, 12.3 Hz);
RIvIN l3 (CDC13) 6 172.9, 153.6, 137.0, 116.2, $1.1, 66.5, 58.0, 55.9, 54.1, 52.0, 48.4,
45.0, 41.7, 3 1.8, 28.3, 26.3, 23.9, 22.3;
PJv 31p (CDCÏ3) 6 24.6;
IR (pur) 3491.5, 2956.7, 2871.0, 1757.8, 1707.1. 1641.5, 1454.8, 1386.6, 1367.0,
1249.7, 1175.0, 1146.9, 1123.5, 1061.0. 1035.8, 912.8, 865.5, 829.8, 787.5, 762.0 cm-1;
SM: (BR) 434;
(HR) caic. pour C20H37N07P 434.230766, obt. 434.232200.
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(5S)-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4S)-[2-t! ,3-dioxo-1H,3H-benzo tdel isoquinolin-2-yl)-
ethylj-pyrrolidine-(1,2R)-dicarboxylic acid 1-tert-butyl ester 2-methyl ester (9)
J)03,-78C
2) NaBH4 MeOH
MeC_T N “-“-‘2 e
Me Boc 3) Ts-CI, Et3N, DMAP
(4a) 4) Naphthylimide, NaH
Procédure D:
Le phosphonate 4a (303 mg, 0.80 mmol) est dissout dans 10 mL de DCM et refroidit à -
78°C. De l’ozone est bullé dans la solution jusqu’à persistance d’une légère couleur
bleue indiquant un excès d’ozone. De l’argon est alors bullé jusqu’à ce que la solution
redevienne incolore, puis 10 mL de MeOH sont ajoutés à la solution. La solution est
réchauffée jusqu’à 0°C et du NaBH4 (76 mg, 2.0 mrnol) est ajouté en une seule portion.
Le mélange est agité pendant I h à 0°C, puis laissé réchauffer jusqu’à la température
ambiante. La réaction est suivi par CCM et du NaBH4 est périodiquement rajouté, au
besoin, jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de d’ozonide ou d’aldéhyde (ils ont le même Rf =
0.5 100% EtOAc) par CCM. L’excès d’hydrure est neutralisé par l’ajout d’une solution
aqueuse de HC1 1 N jusqu’à pH < 7. Le méthanol est évaporé sous pression réduite sans
chauffer. Le mélange est extrait avec du DCM. Les phases organiques combinées sont
lavées avec une solution aqueuse saturée de NaCl. séchées avec du Na2SO4 anhydre et
filtrées. Le filtrat est évaporé sous pression réduite pour fournir l’alcool utilisé tel quel
pour la prochaine réaction.
Dans un ballon séché sous un courant d’argon, l’alcool est dissout dans 10 mL de DCM
anhydre. Sont ajoutés dans l’ordre, de la Et3N (167 fiL, 1.2 mrnol). du TsCÏ (229 mg, 1.2
mmol) et du DMAP (16 mg, 0.13 mmol) en quantité catalytique. La solution est agitée à
température ambiante pendant 24h. Une solution aqueuse saturée de NH4CI est ajoutée
et le mélange est extrait avec du DCM. Les phases organiques combinées sont lavées
avec une solution aqueuse saturée de NaC1, séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées et
(9)
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le filtrat est évaporé sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur
gel de silice (MeOH/DCM, 3 : 97) pour donner le tosylate (316 mg, 74%, 3 étapes)
utilisé immédiatement pour la prochaine réaction.
Du NaH (95 mg, 60% dans la graisse, 2.36 mmol), dans un ballon séché sous un courant
d’argon, est débarrassé de sa graisse par lavages successifs à l’hexane. 5 mL de DMf
anhydre sont ajoutés et la solution est ensuite refroidie à 0°C. Le 1 ,$-naphthyldiamide
(524 mg, 2.66 mmol) est ajouté et le mélange est agité à 0°C pendant 30 min. L’alcool
tosylé, mis préalablement en solution dans 5 mL de DMF anhydre, est canulé sur le sel
de sodium de l’imide. Le mélange est agité 4$ h à température ambiante. Une solution
aqueuse saturée de NH4C1 est ajoutée et le mélange est extrait avec de Ï’EtOAc. Les
phases organiques combinées sont lavées avec une solution aqueuse saturée de NaC1,
séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées et le filtrat est évaporé sous pression réduite.
Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice (EtOAc/hexanes, 1: 1) pour
enlever l’excès de 1,$-naphthyldiamide et (EtOAc/hexanes, 7 : 3) pour donner Fimide 9
(132 mg, 40%) sous la forme d’un solide jaune pâle.
[Œ]D+$.5° (c 1.85, CHC13);
RMN ‘H (CDC13) 6 8.53 (d, 2H, ArH, J 7.2 Hz); 8.17 (d, 2H, ArH, J 8.2 Hz); 7.71
(dd, 2H, ArH. J 2.0, 7.5 Hz); 4.46-4.16 (rn, 4H, PCHNCH et NCH2); 3.78-3.70 (m,
9H, P(OMe)2 et CI-I3): 2.67-2.57 (m. 2H); 2.30-2.22 (m, 2H): 1.95-1.92 (m, 1H); 1.37 (s,
9H, Boc);
RMN 13C (CDCÏ3) 6 173.7, 164.5, 153.6, 134.3, 132.0, 131.5, 128.5, 127.3, 123.0, $1.1,
59.6, 57.4, 55.8, 53.7, 52.5, 39.4, 37.6, 35.4, 28.5, 13.6;
RMN 31P (CDC13) 6 25.3, 24.9;
IR (pur): 2956.2, 2360.5, 1748.8, 1701.9, 1662.3, 1627.0, 1591.5, 1439.5, 1366.5,
1312.7, 1238.5, 1207.6, 1176.3, 1157.4, 1130.1, 1032.2, 895.3, 832.3, 780.8. 755.9.
667.5 cm1;
SM: (BR) 561.1
(HR) cale. pour C27H34N209P 561.200195, obt. 561.199200.
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(5R)-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4S)-[2-(1 ,3-dioxo-1H,311-benzo [de] isoquinolin-2-yl)-




OMe Boc 3) Ts-CI, Et3N, DMAP OMe Boc
(4b) 4) Naphthylimide, NaH (10)
La procédure D est utilisée. Le tosylate a été purifié par chromatographie sur gel de
silice (MeOH/DCM, 3 : 97), puis a été utilisé immédiatement pour la prochaine réaction
(193 mg, 46%, 3 étapes). L’imide 10 a été purifié par chromatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes, 1 : 1) pour enlever l’excès de 1.$-naphthyldiamide et (EtOAc/hexanes,
7 : 3) afin de récupérer Fimide 10 sous la forme d’un solide jaune pâle (100 mg, 50%).
[Œ]D 4.00 (c 1.53. CHC13);
RMN 1H (CDCJ3) 8.58-8.54 (m. 2H, ArH); 8.22-8.18 (m, 2H, ArH); 7.73 (q. 2H, ArH,
J= 7.3 Hz); 4.55-4.35 (m, 1H): 4.29-4.04 (m, 3H); 3.86 (d, 3H, P(OMe)2, J 9.6 Hz);
3.76-3.74 (m, 6H, P(OMe)2 et CH3); 2.75-2.53 (m, 2H); 2.42-2.19 (m, 1H); 1.98-1.62
(m, 2H); 1.41 (s, 9H, Boc);
RMN ‘3c (CDC13) 172.2, 163.8, 153.1, 133.9, 131.4, 131.1, 128.0, 126.8, 122.3, $0.8,
60.6, 58.5, 53.9, 52.4, 51.9, 38.1, 37.4, 33.4, 3 1.5, 28.0;
3l (CDCI3) 25.2;
IR (pur): 2957.2, 1759.6, 1701.0, 1661.7, 1627.3, 1591.7, 1439.2, 1367.6, 1309.8,
1243.9, 1163.0, 1129.2, 1032.3, $36.6, 781.1. 757.5 cm’;
SM: (BR)561.1
(HR) calc. pour C27H34N209P 561.200195. obt. 561.198600.
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5-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4R)-t2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo(de] isoquinolin-2-yi)-





OMe Soc 3) Ts-CI, Et3N, DMAP OMe SOC
(5) 4) Naphthylimide, NaH (11)
La procédure D est utilisée. Le tosylate a été purifié par chromatographie sur gel de
silice (MeOH/DCM, gradient de 3 : 97 à 5 : 95). puis a été utilisé immédiatement pour
la prochaine réaction (56$ mg, 66%, 3 étapes). L’imide 11 a été purifié par
chromatographie sur gel de silice (EtOAc/hexanes, 1 : 1) pour enlever l’excès de 1,8-
naphthyldiamide et (EtOAc/hexanes, 7: 3) pour donner l’imide 11 sous la forme d’un
solide jaune pâle (20$ mg, 35%).
RMN 1H (CDCI3) 8.58-8.44 (m, 2H, ArH): 8.22-8.15 (m, 2H, ArH); 7.80-7.63 (m. 2H,
ArH); 4.39-4.00 (m, 4H, PCHNCH et NCH); 3.99-3.82 (rn, 3H, P(OMe)7); 3.80-3.63
(m. 6H, P(OMe)2 et CH3); 2.65-2.47 (m. 1H); 2.43-2.20 (m. 2H); 2.18-1.82 (m, 2H);
1.39 (s, 9H, foc);
RJvIN ‘3c (CDCÏ3) 173.7, 172.5, 164.5, 154.0, 134.4, 131.9, 131.6, 128.5, 127.3,
122.9, 81.2, 61.2, 60.7, 59.9, 59.4, 59.2, 58.3, 56.7, 54.4, 52.5, 52.3, 40.4, 39.8, 39.4,
38.7, 37.5, 35.1, 28.5, 28.1. 21.4, 14.6;
3l (CDCl) 23.8, 23.6;
SM : (BR) 561.1
(HR) calc. pour C27H34N209P 561.200195, obt. 561.198100.
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(5S)-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo [delisoquïnolin-2-yt)-
ethyli -(3R)-isobutyl-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1-tert-butyl ester 2-
methyl ester (31)
1)03, -78C
“,...Ç ).,, 2) NaBH4 MeOH
MeO N CO2Me
cSMe Boc 3) Ts-CI, Et3N, DMAP
(28a) 4) Naphthylimide, NaH
La procédure D est utilisée. Le tosylate a été purifié par chromatographie sur gel de
silice (EtOAc/hexanes, 1 : 1), puis a été utilisé immédiatement pour la prochaine
réaction (184 mg, 52%, 3 étapes). L’imide 31 a été purifié par chromatographie sur gel
de silice (EtOAc/hexanes, 2 : 8) pour enlever l’excès de 1,8-naphthyldiamide et
(EtOAc/hexanes, 7: 3) pour donner l’imide 31 sous la forme d’une huile incolore (57
mg, 30%).
[Œ]D +23.0° (c = 0.91, CHC13);
RMN 1H (CDC13) 6 8.53 (d, 2H, ArH, J= 7.2 Hz); 8.17 (d, 2H, ArH, J 8.2 Hz); 7.70
(t, 2H, ArH, J = 7.8 Hz); 4.26-4.01 (rn, 4H, PCHNCH et NCH2); 3.80-3.70 (m, 9H,
P(OMe)2 et CH3); 2.48-2.14 (m, 2H); 2.01-1.93 (m, 2H); 1.71-1.62 (m, 2H); 1.38 (s,
10H, Boc et 1H); 0.93-0.87 (m. 6H, 2CH3);
RMN 13c (CDCI3) 6 173.7, 164.2, 153.9, 134.4, 131.9, 131.5, 128.4, 127.3, 122.9. $1.2,
66.5, 61.6, 59.5, 53.4, 52.5, 47.3, 44.7, 44.3, 38.8, 34.8, 28.5, 26.2, 23.5, 22.3;
3l (CDC1) 6 28.8;
IR (pur) : 2956.5, 2361.9, 1749.5, 1702.1, 1663.0, 1627.4, 1591.7, 1513.9, 1438.6,
1391.3, 1367.1, 1236.1, 1175.2, 1032.4, 877.8, $27.4, 780.8, 755.0 cm1;
SM: (BR)617.2;
(HR) caic. pour C31H42N209P 617.262795, obt. 617.261192.
(31)
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(5R)-(Dimethoxy-pliosphoryl)-(4R)-[2-(1 ,3-dioxo-1 H,311-benzo ide] isoquinolin-2-
yl)-ethylJ -(3R)-isobutyl-pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert-butyl ester 2-
methyl ester (32)
1)03,-7809’
.( ). 2) NaBH4 MeOH
MeO’ N “CO2Me
6Me Boc 3) Ts-CI, Et3N, DMAP
(28b) 4) Naphthyhmide, NaH
La procédure D est utilisée. Chromatographie sur gel de silice (EtOAc/hexanes, 1: 1)
pour donner le tosylate (193 mg, 58%, 3 étapes) utilisé immédiatement pour la
prochaine réaction. Chromatographie sur gel de silice (EtOAc/hexanes, 4: 6) pour
enlever l’excès de 1,2-naphthyldiamide et (EtOAc/hexanes, 7: 3) pour donner l’imide
32 (100 mg, 46%) sous la forme d’un solide blanc.
[Œ]D +18.6° (c = 1.14, CHC13);
RIvN ‘H (CDC13) 8.54 (d, 2H, ArH, J= 7.2 Hz); 8.16 (d, 2H, ArH, J 7.6 Hz); 7.70
(t, 2H, ArH, J= 7.2 Hz); 4.63-4.58 (m, 1H); 4.41-4.17 (m, 2H); 3.86 (t, 7H, P(OMe)2 et
1H, J= 11.8 Hz); 3.69 (s, 3H, CH3); 2.71-2.53 (br, 1H); 2.37-2.15 (m, 1H); 2.08-1.86
(m, 2H); 1.78-1.12 (m, 1H); 1.40 (s, 9H, Boc): 1.40-1.18 (m. 2H); 0.85-0.67 (m, 6H,
2CH3);
RIvIN ‘3c (CDC13) 172.6, 163.9, 153.1, 133.7, 131.4, 131.0, 127.9, 126.7, 122.4, 80.7,
66.0, 57.5, 55.9, 53.9, 51.9, 46.1, 44.6. 41.6, 41.0, 39.4, 28.0, 25.8, 23.5, 21.9;
RMN 31P (CDC13) 24.4, 24.1;
IR (pur): 3455.5, 2957.0, 2360.8, 1755.7, 1702.6, 1662.9, 1627.4, 1591.5, 1439.2,





(HR) caic. pour C31H42N209P 617.262795, obt. 617.260922.
(5S)-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4S)-t2-(1 ,3-dioxo-1H,311-benzo tdel isoquinolin-2-yl)-




L’ester 9 (132 mg, 0.24 mmol) est dissout dans 2 mL d’un mélange THF/H20/MeOH (5
4 t 1). Du LiOHH20 (20 mg, 0.47 mmol) est ajouté et le mélange est laissé 4$ h sous
agitation à 60°C. Une quantité égale d’EtOAc et d’une solution aqueuse saturée de
NaHCO3 est ajoutée au mélange. La phase organique est extraite avec une solution
aqueuse saturée de NaHCO3. Les phases aqueuses combinées sont acidifiées avec du
HCI jusqu’à ce que l’acide précipite (pH 3). puis extraites avec du DCM. Les phases
organiques combinées sont séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées et le filtrat est
évaporé sous pression réduite pour donner l’acide 12 (74 mg, 56%) sous la forme d’une
mousse blanche.
[Œ]D +8.5° (c = 0.92, CHC13);
RMN ‘H (CDC13) 9.36-9.16 (br, 1H, COOH); 8.51 (d, 2H, ArH, J 7.0 Hz); 8.13 (d,
2H, ArH, J = 7.4 Hz); 7.67 (t, 2H, ArH, J 7.2 Hz); 4.49-4.09 (m, 4H, PCHNCH et
NCH2); 3.77 (dd, 6H. P(OMe)2, J = 6.8, 10.6 Hz); 2.77-2.56 (m, 2H); 2.3 6-2.23 (m,






RN’[N ‘3c (CDC13) 177.3, 163.9, 153.1, 133.8, 131.3, 131.1, 127.9, 126.7, 122.3, 80.9,
58.8, 57.1, 55.0, 52.6, 38.8, 37.2, 34.9, 27.9, 27.5;
3l (CDCI3) 26.1. 25.2;
IR (pur) : 2959.4, 1738.1, 1701.8, 1662.1, 1626.3, 1591.2, 1514.0, 1440.3, 1367.6,
1309.0, 1235.7, 1174.9, 1035.1, 913.9, 846.1, 780.2, 756.4, 667.2 crn1;
SM: (BR) 546.9;
(HR) caic. pour C26H32N209P 547.184544, obt. 547.184326.
(5R)-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4S)-t2-(1 ,3-dioxo-1 H,3H-benzo ide] isoquinolin-2-yl)-




L’ester 10 (100 mg, 0.18 mmol) est dissout dans 2 mL d’un mélange TflF/H20/MeOH
(5 t 4 t 1). Du LiOHH20 (20 mg, 0.47 mmol) est ajouté et le mélange est laissé 16 h
sous agitation à la température ambiante. Une quantité égale d’EtOAc et d’une solution
aqueuse saturée de NaHCO3 est ajoutée au mélange. La phase organique est extraite
avec une solution aqueuse saturée de NaHCO3. Les phases aqueuses combinées sont
acidifiées avec du HCI jusqu’à ce que l’acide précipite (pH 3), puis extraites avec du
DCM. Les phases organiques combinées sont séchées avec du Na2SO4 anhydre, filtrées
et le filtrat est évaporé sous pression réduite pour donner l’acide 13 (97 mg. 99%) sous
la forme d’une mousse blanche.
(10) (13)
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{ŒJD -15.5° (c = 1.25. CHCI3):
RMN ‘H (CDC13) 8.57 (d, 2H, ArH. J 7.3 Hz): 8.22 (d, 2H. ArH, J 8.0 Hz); 7.75
(t, 2H, ArR J= 7.7 Hz); 4.48-4.42 (m, 1H); 4.30-4.12 (m, 3H); 3.90 (d, 3H, P(OMe)2, J
= 10.8 Hz); 3.72 (d, 3H, P(OMe)2, J= 10.6 Hz): 2.71-2.62 (m, 1H); 2.46-2.28 (m, 2H);
1.85-1.71 (m, 2H); 1.24 (s, 9H, Boc);
Rivll’J ‘3c (CDCÏ3) 173.8, 164.5, 154.0, 134.7, 131.7, 129.4, 128.6, 127.4, 122.8, $2.9,
61.3, 58.6, 55.3, 53.4, 38.1, 34.5, 32.3, 28.5, 21.9;
RMN 31P (CDC13) 31.6. 28.6;
IR (pur): 3437.6, 2917.9, 2850.0, 1699.4, 1660.0, 1591.5, 1440.1, 1369.1, 1236.2,
1164.4, 1043.6, $46.4, 780.1 cm’;
SM: (BR) 546.9;
(HR) caic. pour C26H32N209P 547.184544, obt. 547.185600.
5-(Dimethoxy-phosphory])-(4R)-(2-( 1 ,3-dioxo-1 H,3H-benzo tdeÏ isoquinolin-2-yI)-
ethyli -pyrrolidine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert-butyl ester (14)
LiOH, 60C
THF/H20/MeOH
La procédure E est utilisée. L’acide 14 (168 mg, 83%) est obtenu sous la forme d’une
mousse blanche.
RMN ‘H (CDC13) 8.56 (d, 2H, ArH, J= 7.3 Hz); 8.21 (d, 2H, ArH, J 7.8 Hz); 7.74
(t, 2H, ArH, J 7.7 Hz); 4.4$ (t, 1H, J = 6.4 Hz); 4.33-4.25 (m, 3H); 3.84 (t, 6H,
P(OMe)2, J 9.7 Hz); 2.64-2.14 (m, 4H); 2.01-1.97 (m. 1H): 1.44 (s, 9H, Boc);
(11) (14)
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RMN 13C (CDC13) 173.6. 164.6, 154.7. 134.5, 131.8. 129.4. 128.6. 127.4, 122.8, 82.4.
61.8, 55.4, 53.0, 52.9, 40.0, 39.4, 35.3, 28.5, 21.9;
RIV1N 31P (CDC13) 27.4, 25.9;
SM: (BR) 546.9;
(HR) caic. pour C26H32N209P 547.184544, obt. 547.186200.
(5S)-(Dim ethoxy-phosphoryl)-(4R)- [2-(1 ,3-dioxo-1H,3H-benzo[de] isoquinolin-2-yl)-
etby]Ï -(3R)-isobutyl-pyrro]idine-(1 ,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert-butyl ester (33)
LiOH, 6CC
THF/H20/MeOH
La procédure E est utilisée. L’acide 31 (52 mg, 94%) est obtenu sous la forme d’une
huile incolore.
[Œ]D +22.2° (c = 1.04, CHC13);
RIV1N 1H (CDC13) 9.59 (br, 1H, COOH); 8.53 (d, 2H, ArH, J= 7.0 Hz); 8.1$ (d, 2H,
ArH, J= 7.9 Hz); 7.71 (t, 2H, ArH, J= 7.6 Hz); 4.24-4.04 (rn, 4H); 3.83-3.73 (m. 6H);
2.49-2.37 (m, 2H); 1.99-1.88 (m, 2H); 1.73-1.69 (m, 2H); 1.41 (s, 9H, Boc); 1.23 (s,
1H); 0.96-0.86 (m, 6H, 2CH3);
RMN ‘3C (CDC13) 173.4, 164.2, 157.3, 134.4, 13 1.9, 13 1.6, 128.4, 127.3, 122.9, 83.7,
66.8, 62.0, 53.4, 52.7, 46.6, 44.7, 44.2, 38.8, 34.6, 28.5, 26.3, 23.5, 22.2;







IR (pur): 2657.9, 2131.7, 1748.2, 1702.0, 1662.9. 1627.4, 1591.8, 1514.1. 1438.7.
1392.4, 1368.6, 1235.6, 1175.7, 1050.4, 989.3, 877.3, 847.2, 780.4. 756.6, 666.5 cm’;
SM: (BR) 603.1
(HR) caic. pour C30H40N209P 603.247145, obt. 603.246620.
(5R)-(Dimethoxy-phosphoryl)-(4R)-j2-(1 ,3-dioxo-1H,311-benzo [dej isoquinolin-2-
yl)-ethylJ -(3R)-isobuty]-pyrrolidine-(1,2R)-dicarboxylic acid 1 -tert-butyl ester (34)
LiOH, 600
THF/H20/MeOH
La procédure E est utilisée. L’acide 34 (94 mg, 96%) est obtenu sous la forme d’une
huile incolore.
[Œ]D +15.9° (c = 1.47, CHC13);
RMN ‘H (CDC13) 10.54-10.36 (br, 1H, COOH); 8.55 (d, 2H, ArH, J 7.3 Hz); 8.20
(d, 2H, ArH, J= 8.1 Hz); 7.73 (t, 2H, ArH, J 7.8 Hz); 4.75 (t, 1H, J 6.4 Hz); 4.47-
4.06 (m, 2H); 3.93 (d, 3H, P(OMe)2. J= 11.3 Hz); 3.83 (d, 3H, P(OMe)2, J= 10.5 Hz);
3.71 (t, 1H, J = 6.6 Hz); 2.53 (br, 1H); 2.17-1.90 (m, 2H); 1.86-1.77 (m, 2H); 1.45 (s,
9H, Boc); 1.3 1-1.14 (rn, 2H); 0.85-0.71 (m, 6H, 2CH3);
PJv1N ‘3c (CDC13) 172.9. 164.0. 154.1, 134.0. 131.4. 131.2, 128.0. 126.8, 122.3. 82.1,
67.8, 57.2, 54.9, 52.6, 46.1, 44.4, 42.1, 39.1, 27.9, 26.8, 25.4, 23.8, 21.4;
3l (CDC13) 22.8;
IR (pur): 2959.6, 1748.9, 1702.6, 1662.4, 1626.7, 1591.4, 1442.0, 1386.4, 1368.6,






(HR) caic. pour C30H40N209P 603.247145, obt. 603.245828.
(5R)- j(1 S)-tert-Butoxycarbonyl-2-phenyl-ethylcarbamoyl]-(2S)-(dimetlioxy-
phospbory])-(3S)-j2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo ide] isoquinolin-2-yl)-ethy]j-
pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (15)
L-Phe-tBu
NH
HOBT, EDCI, iPr2NEt MeO Me Bac C02t-Bu
(15)
Procédure G:
Dans un ballon préalablement flambé sous courant d’argon, l’amine (42 mg, 0.16 mmol)
sous forme de sel HC1 est mis en suspension dans du DCM à 0°C. La base iPr2NEt (2$
1iL, 0.16 mmol) est ajoutée, suivie de HOBt (26 mg, 0.19 mmol) et de l’acide
carboxylique 12 (74 mg, 0.14 mmol), préalablement dissout dans du DCM. Le mélange
est agité 15 min à 0°C et EDCI (52 mg, 0.1$ mmol) est additionné. Le tout est laissé 4$h
sous agitation à température ambiante. La phase organique est lavée successivement
avec une solution aqueuse saturée de NaHCO3, une solution aqueuse de HCÏ iN, une
solution aqueuse saturée de NaCl, séchée avec du Na2SO4 anhydre, filtrée et le filtrat est
évaporé sous pression réduite. Le résidu est purifié par chrornatographie sur gel de silice
(EtOAc/hexanes. 6: 4) pour donner le produit final sous forme protégée 15 (50 mg,
49%) sous la forme d’un solide blanc.
(12)
[Œ] +30.2° (c = 0.53, CHC13);
8$
RMN ‘H (CDC13) 8.53 (d, 2H, ArH, J 7.2 Hz); 8.1$ (d, 2H, ArH, J 8.1 Hz); 7.67
(t, 2H, ArH, J= 7.7 Hz); 7.32-7.20 (m, 5H, Ph); 4.76 (ddd, 1H, J 6.5, 6.5, 7.3 Hz);
4.4$ (dd. 1H, J= 2.2, 7.7 Hz); 4.33-4.23 (m, 1H); 4.21-4.15 (m, 1H); 4.13 (d. 1H, J
8.9 Hz); 3.75 (dd, 6H, P(OMe)2, J= 5.7, 10.6 Hz); 3.12 (d, 2H, J= 6.4 Hz); 2.75-2.47
(m, 2H); 2.33-2.24 (m, 1H); 2.12-1.87 (m, 2H); 1.37 (s, 9H, Boc); 1.32 (s, 9H, C02t-
Bu);
RJv1i’ ‘3c (CDCÏ3) 172.2, 171.0, 164.5, 153.9, 136.7, 134.3, 132.0, 131.6, 130.1,
128.8, 128.6, 127.4, 127.3, 123.1, 82.7, 80.9, 60.8, 57.6, 56.1, 53.7, 52.7, 39.5, 39.3,
37.2, 36.1, 28.5, 28.3, 27.9;
RMN 31P (CDC13) 26.0;
IR (pur): 3268.5, 2978.8, 1735.8, 1702.2, 1662.9, 1627.3, 1591.5, 1546.9, 1497.7,
1455.5, 1367.5, 1234.0, 1159.5, 1129.0, 1064.4, 1035.1, 977.0, 930.7, 837.5, 780.6,
755.6, 700.6, 666.6 crn’;
SM: (BR) 750.9;
(HR) cale. pour C39H49N3010P 750.3 15559, obt. 750.3 17400.
(5R)- j(1 S)-tert-Butoxycarbonyl-2-plienyl-ethylcarbamoylj-(2R)-(dimethoxy-
phosphoryl)-(3S)-[2-(1 ,3-dioxo-1H,311-benzo(de]isoquiuolin-2-yJ)-ethyl]-
pyrrolidïne-1-carboxylic acid tert-butyl ester (16)
L-Phe-tBu






La procédure G est utilisée. Le produit final sous forme protégée 16 (47 mg, 32%) est
obtenu sous la forme d’un solide blanc.
[Œ]D +3.3 ° (c = 0.88, CHC13):
RIvIN 1H (CDC13) 8.57 (d, 2H, ArH, J 7.3 Hz); 8.30 (br, 1H, NH); 8.20 (d, 2H, ArH,
J= 8.3 Hz); 7.74 (t, 2H, ArH. J 7.8 Hz); 7.26-7.14 (m, 5H. Ph); 4.62-4.60 (m, 1H);
4.32-4.03 (m, 4H); 3.80 (d. 3H, P(OMe)2, J= 10.6 Hz); 3.73 (d, 3H, P(OMe)2, J 9.8
Hz); 3.20-2.98 (m, 2H); 2.75-2.66 (m, 1H); 2.55 (ddd, 1H, J 7.5, 7.5, 13.0 Hz); 2.24-
2.12 (m, 1H); 1.91-1.$0 (m, 1H); 1.77-1.64 (m, 1H); 1.37 (s, 9H, Boc); 1.27 (s, 9H,
C02t-Bu);
RMN ‘3C (CDCI3) 172.0, 171.2, 164.4, 155.1, 137.7, 134.5, 132.0, 13 1.7, 129.6,
128.7, 128.5, 127.4, 126.9, 122.9, 81.8, $1.7, 62.9, 60.8, 59.2, 55.0, 53.5, 38.8, 38.0,
35.7, 32.4, 28.5, 28.3, 14.6;
RMN 31P (CDC13) 29.8;
IR (pur): 3458.3, 2978.9, 21 13.9, 1702.1, 1662.7, 1591.8, 1546.5, 1498.0, 1455.6,
1368.0, 1236.9, 1160.4, 1129.6, 1035.9, $47.3, 781.5, 754.8, 701.0 cm1;
SM: (BR) 750.9;
(HR) calc. pour C39H49N3010P 750.315559, obt. 750.315100.
(5R)- 1(1 S)-tert-Butoxycarbonyl-2-phenyl-ethylcarbamoylj-(2S)-(dimethoxy-
phosphoryl)-(3R)- t2-(1 ,3-dioxo-1H,311-benzo jde] îsoquinolin-2-yl)-ethylJ -




cMe Boc HOBT, EDCI, iPr2NEt
MeC
cMe Boc \ C02t-Bu
(14) (17)
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La procédure G est utilisée. Le produit final sous forme protégée 17 (86 mg, 37%) est
obtenu sous la forme d’un solide blanc.
[Œ]D +16.6° (c = 0.94, CHC13);
RMN ‘H (CDC13) 8.59 (d, 2H, ArH, J 7.3 Hz); 8.22 (d, 2H, ArH, J 8.3 Hz); 7.76
(t, 2H, ArH, J 8.1 Hz); 7.78-7.16 (m, 5H, Ph); 4.72-4.68 (m, 1H); 4.52 (t, 1H, J= 7.5
Hz); 4.28-4.19 (m, 3H); 3.86 (d, 3H, P(OMe)2, J 10.6 Hz); 3.64 (d, 3H, P(OMe)2, J
10.6 Hz); 3.07 (d, 2H, J= 6.8 Hz); 2.59-2.17 (m, 4H); 2.04-1.95 (m, 1H); 1.37 (s, 9H,
Boc); 1.32 (s, 9H, C02t-Bu);
RMN ‘3c (CDC13) 171.9, 170.6, 164.7, 154.9, 136.9, 134.5, 132.0, 131.8, 129.6,
128.8, 128.6, 127.4, 127.2, 122.9, $2.4, 82.3, 63.1, 61.3, 54.6, 54.0, 53.7, 39.8, 39.4,
38.3, 36.2, 28.4, 28.3, 14.2;
3l (CDC13) 26.9;
IR (jur): 3283.4, 2979.6, 2362.0, 1702.8, 1664.0, 1627.2, 1591.3, 1515.2, 1455.9,
1368.3, 1237.0, 1158.5, 1034.7, 836.8, 780.7, 756.5, 700.2 cm’;
SM: (BR) 750.9;
(HR) cale. pour C39H49N3010P 750.3 15559, obt. 750.3 18900.
(2R)- 1(1 S)-tert-Butoxycarbonyl-2-phenyl-ethylcarbamoyl] -(5R)-(dimethoxy-
phosphoryl)-(4R)- t2-(1 ,3-dioxo-1H,3H-benzo tdel isoquinolin-2-yl)-ethylJ-(3R)-
isobutyl-pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (35)
L-Phe-tBu






La procédure G est utilisée. Le produit final sous forme protégée 35 (63 mg, 50%) est
obtenu sous la forme d’un solide blanc.
[Œ]D +36.10 (c = 1.45, CHC13);
RMN 1H (CDC13) 8.5$ (d, 2H, ArH, J 7.1 Hz); 8.19 (d, 2H, ArH, J 8.1 Hz); 7.73
(t, 2H, ArH, J= 7.5 Hz); 7.23-7.18 (m, 5H, Ph); 4.74 (br, 2H); 4.36 (br, 2H); 3.92 (d,
3H, P(OMe)2, J= 9.3 Hz); 3.74 (br, 1H); 3.67 (d. 3H, P(OMe)2, J 10.2 Hz); 3.06-2.99
(m, 2H); 2.54 (br, 1H); 2.21-1.92 (m. 4H); 1.77 (br, 1H); 1.39 (s, 9H, Boc); 1.30 (s,
10H, C02t-Bu et 1H); 0.75 (t, 6H, 2CH3, J 6.1 Hz);
RMN 13 (CDC13) 172.3, 171.1, 164.6, 154.9, 137.4, 134.3, 132.0, 131.6, 129.8,
128.6, 127.3, 126.9, 124.3, 123.1, 81.7, $1.6, 64.8, 60.9, 54.3, 53.8, 53.2, 46.5, 42.5,
39.9, 39.0, 28.6, 28.3, 27.3. 25.8, 24.2, 22.4, 14.6;
RTVfN 31P (CDC13) 26.5;
IR (pur): 3264.9, 2956.9, 2269.8, 1737.1, 1703.0, 1663.9, 1627.3, 1591.3, 1543.7,
1498.0, 1455.6, 1367.7, 1294.1, 1235.9, 1154.1, 1036.3, 968.7, 926.0, $35.4, 781.6,
755.3, 700.5, 665.8 cm1;
SM: (BR) 806.5;
(2R, 3R, 4R, 5R)-2- [(1 S)-Methoxycarbony-3-pheny]-propy1carbamoy1)-5-
(dimethoxy-phosphoryl)-4- [2-(1 ,3-dioxo-1 H,3H-benzo tdel isoquinolin-2-yl)-ethyl] -3-







Me Boc HOBT, EDCI, iPt2NEt
(34)
La procédure G est utilisée. Le produit final sous forme protégée 37 (49 mg, 52%) est
obtenu sous la forme d’un solide beige.
[Œ] +26.9° (e 1.27, CHC13);
RMN 1H (CDC13) 8.60 (d, 2H, ArH, J 7.3 Hz), 8.22 (d, 2H, ArH, J 8.1 Hz), 7.76
(t, 2H, ArH, J 7.8 Hz), 7.29-7.14 (m, 5H, Ph), 4.77 (br, 1H), 4.57 (ddd. 1H, J 4.9,
8.4, 8.4 Hz), 4.39 (br, 1H), 4.31 (br, 1H), 3.96 (d, 3H, P(OMe)2, J= 10.6 Hz), 3.85 (d,
4H, P(OMe)2 and 1H, J= 10.5 Hz), 3.65 (s, 3H, CO2Me), 2.71-2.59 (m, 3H), 2.16-1.98
(m, 5H), 1.89-1.78 (m, 1H), 1.43 (s, 9H, Boc), 1.32 (t. 2H. J 6.8 Hz), 0.7$ (t. 6H, J
8.1 Hz);
RMN 13C (CDCI3) 172.9, 164.7, 162.1, 154.8, 141.4, 134.4, 132.0, 131.7, 128.9,
128.8, 128.6, 127.4, 126.4, 123.0, 81.9, 67.2, 60.8, 54.5, 53.2, 52.4, 46.6, 42.6, 39.8,
34.6, 32.5, 28.6, 27.2, 25.7, 24.4, 22.1, 21.8, 14.6;
RMN 31P (CDCI3) 26.9;
IR (pur) 3267.5, 2955.9, 2868.4, 1747.5, 1702.2, 1662.7, 1627.0, 1591.1, 1551.3,





(2R, 3R, 4R, 5R)-2- 1(1 S)-tcrt-Butoxycarbonyl-2-(1H-indol-3-yl)-ethylcarbamoylj -5-
(dimethoxy-phospliory])-4-t2-(1 ,3-dioxo-1H,3Wbenzo tdel isoquinolin-2-yl)-ethyl] -3-
isobuty]-pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (36)
h-Nt SÇ>oj HreE
t \ L-Phe-tBu / \ N
M O’N’ “CO2H Me
tbMe Boc HOBT, EDCI, iPr2NEt
e
cMe Boc O C02t-Bu
(34) (36)
La procédure G est utilisée. Le produit final sous forme protégée 36 (35 mg, 42%) est
obtenu sous la forme d’un solide beige.
[Œ] +34.7° (e = 0.97, CHC13);
RMN ‘H (CDCI3) 6 8.60 (d, 2H, ArH, J= 7.2 Hz), 8.21 (dd, 2H, ArH, J 0.9. 8.3 Hz),
7.75 (t, 2H, ArH, J = 7.4 Hz), 7.31 (d, 1H, indole, J 6.9 Hz), 7.19-7.03 (m, 4H.
indole). 4.85 (ddd. 1H, J= 5.5, 5.5, 7.9 Hz), 4.73 (br, 1H), 4.34 (br, 2H), 3.92 (br, 3H,
P(OMe)2), 3.7$ (br, 3H, P(OMe)2), 3.34-3.2 1 (m, 1H), 3.18 (br, 2H). 2.52 (br, 1H), 2.14
(br, 2H), 1.93 (s, 1H), 1.88-1.77 (m, 1H), 1.5$ (br, 1H), 1.39 (s, 9H, Boc), 1.25 (s, 9H,
C07t-Bu), 0.98-0.88 (m, 1H), 0.76 (t, 6H, 2CH3, J 6.8 Hz);
RMN ‘3C (CDC13) 6 185.3, 172.5, 171.1, 164.1, 135.9, 133.8, 131.4, 131.1, 128.0,
127.4, 126.8, 122.5, 121.9, 121.7, 119.1, 118.6. 111.1, 110.$, 81.1, 80.9, 70.1, 65.0,
60.2, 53.3, 52.6, 45.9, 41.7, 39.3, 28.3, 27.9, 27.6, 26.6, 25.2, 23.7, 21.7, 14.0;
RMN 31P (CDC13) 6 27.4;
IR (neat/NaC1) 3295.3, 3060.3, 2956.9, 1733.7, 1701.8, 1662.0, 1626.5, 1590.9, 1537.2,
1458.0, 1367.8. 1235.8, 1155.6, 1035.7, 836.5, 781.5, 741.6 cm’;
SM: (BR) $45.6;
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1) HCI (gaz), 1,4-doxane, ri
2) TMSBr, DCM, ri
3) H20, 4C






Dans un ballon séché, le produit final sous forme protégée 15 (53 mg, 0.071 mmol) est
mis en solution dans le 1,4-dioxane anhydre. Du HC1 gazeux est bullé dans la solution
pendant I h puis le mélange est porté au reflux pendant 6 h et parfois laissé encore
plusieurs heures à température ambiante jusqu’à complétion par spectrométrie de masse
du mélange réactionnel brut. Le solvant est alors évaporé et le résidu obtenu est mis en
suspension dans du DCM. Les ultrasons permettent d’avoir une dispersion plus
homogène. La solution sous argon est refroidie à 0°C et du TMSBr (40 jiL, 0.30 mmol)
est additionné lentement. La solution devient alors orange et limpide. Le tout est agité
pendant I à 2 jours à température ambiante. Le solvant est évaporé et l’ajout de H20
déionisée (2mL) fait apparaître un précipité blanc. Le mélange est alors laissé sous
agitation dans la chambre froide (4°C) pendant 16 h puis la suspension est reprise dans
un vial et centrifugée pendant 10 min à 4 °C. La liqueur sumageante est enlevée, le culot
est suspendu encore une fois dans de l’eau déionisée (2mL) et est centrifugé de nouveau.
La liqueur surnageante est enlevée. Le culot beige est mis en suspension dans 2 mL
d’eau déionisée et le pH est ajusté à 7.0 avec une solution de NaOH 0.05 M (environ
0.071 mmol) dans de l’eau déionisée. Les ultrasons peuvent être utilisés pour accélérer
la solubilîsation dans certains cas. Après filtration sur micropores et lyophilisation de la






[ŒID 47•$0 (c = 0.09, 1120);
RIVIN ‘H (CDCÏ3) 6 7.76 (br, 3H, ArH); 7.56 (br, 1H, ArH); 7.28-7.07 (m, 4H, ArH);
6.93 (br, 1H, ArH); 6.85 (br. 1H, ArH): 6.71 (br, 1H, ArH); 4.31 (br, 2H); 3.70 (br, 1H);
3.57 (br, 1H); 3.49 (br, 1H); 3.00 (br, 1H); 2.60 (t, 1H, J 0.8 Hz); 2.24 (br, 1H); 1.9$
(br, 1H); 1.87 (br, 1H); 1.4$ (br, 1H); 1.25 (br, 1H);
RMN l3 (CDC13) 6 178.1, 169.7, 165.4, 138.0, 135.4, 131.7, 130.4, 129.4, 129.2,
128.6, 127.3, 126.7, 120.6, 60.8, 58.8, 56.5, 39.7, 38.3, 35.1, 30.1, 27.2;
RMN 31P (CDCÏ3) 6 Ï 3.7, 9.0;
SM: (BR) 565.9;
(2S)-( {(4S)- t2-t1 ,3-Dioxo-1 U,3H-benzo Idel isoquinoliu-2-yl)-ethyl]-(5R)-phosphono-
pyrrolidine-(2R)-carbonyl}-amino)-3-phenyl-propïonic acid (19)
H 1) HC1 (gaz iAdioxane,
MeC
Me Bec
\ C02t-Bu 3) H20, 4C NaO H H
(16) 4) NaOH 005M -> pH 7.0 (19)
La procédure H est utilisée. Le produit final 19 (31 mg. 84%) est obtenu sous la forme
d’une mousse blanche.
[Œ] +14.3° (c = 0.05, 1120);
RMN ‘H (CDC13) 6 7.82 (br, 4H, ArH); 7.47-7.01 (m, 7H, ArH); 4.59 (br, 1H); 4.31 (br,
1H); 3.69 (br, 1H); 3.60 (br, 1H); 3.24 (br, 1H); 3.05 (br, 1H); 2.84 (br, 1H); 2.06 (br,
3H); 1.75 (br, 1H); 1.35 (br, 1H);
RIvIN ‘3c (CDC13) 6 178.1, 169.3, 164.2, 138.1, 135.1, 131.3, 130.6, 129.5, 128.9,
127.1, 126.3, 121.2, 120.3, 63.6, 61.9, 58.9, 56.5, 39.4, 38.2, 36.6, 30.5;
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RIvIN 31P (CDCY3) 6 10.3;
SM: (BR) 566.0;





fMe Boc C02t Bu 3) H20, 4C
a
cH H 0 CO2H
(17) 4) NaOH 005M -> pH 7.0 (20)
La procédure H est utilisée. Le produit final 20 (11 mg, 36%) est obtenu sous la forme
d’une mousse blanche.
[Œ]D +28.6° (c = 0.05, 1120);
RMN ‘H (CDCI3) 6 7.87 (br. 4H, ArH); 7.37 (br, 2H, ArR et 1H); 7.25-7.07 (m, 6H,
ArH); 4.42 (dd, 1H, J 5.5, 8.4 Hz); 4.12-4.06 (m, 1H): 3.52 (br, 2H); 3.25 (dd, 1H, J
6.0, 11.1 Hz); 3.05 (dd, 1H, J 5.0, 13.7 Hz); 2.79 (dd, 1H, J= 8.5, 13.2 Hz); 2.25 (br,
2H); 2.04-1.95 (m, 1H); 1.65-1.59 (m, 1H); 1.33-1.25 (m, 1H);
RJvIN ‘3c (CDC13) 6 178.2, 169.7, 165.5, 137.9, 135.3, 131.6, 131.0, 129.6, 128.9,
127.2, 127.0, 121.2, 120.8, 62.7, 59.5, 56.9, 39.2, 38.3, 38.1, 35.1, 27.5;
RMN 3Jp (CDC13) 6 9.2;
SM: (BR) 566.2;
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(2S)-( {(4R)-(2-(1 ,3-Dioxo-1 H,3H-benzo Ede] isoquinoliu-2-y])-ethyl] -(3R)-isobutyl-
(5R)-phosphono-pyrrolidine-(2R)-carbonyl}-amino)-3-phenyl-propionic acid (38)
1) HCgaz 1dioxane, H
MeC




(35) 4) NaOH 005M -> pH 7.0 (38)
La procédure H est utilisée. Le produit final 38 (40 mg, 82%) est obtenu sous la forme
d’une mousse blanche.
[OElo +7.1° (e = 0.22. H20):
RMN 1H (CDCÏ3) 7.72 (d, 2H, ArH, J 6.9 Hz); 7.63 (d, 2H, ArH, J 6.6 Hz); 7.20-
7.02 (m, 8H, ArH); 4.43 (t, 1H, J 6.2 Hz); 3.73 (br. 1H); 3.42 (br, 3H); 3.03 (d, 1H, J
= 10.1 Hz); 2.89-2.81 (m, 1H); 2.02 (br, 3H); 1.38-1.23 (m, 4H); 0.69 (dd, 6H, 2CH3. J
= 4.5, 15.5 Hz);
l3 (CDCl) 178.1, 169.8, 164.5, 137.9, 134.9, 131.3, 130.2, 129.4, 129.0,
127.2, 127.0, 126.7, 120.6, 66.1, 61.4, 57.0, 48.3, 47.1, 44.2, 39.3, 37.7, 27.4, 26.0, 22.9,
22.1;
RMN 31P (CDC13) 8.9;
SM: (BR) 624.0;
(2R, 3R, 4R, 5R)-(2S)-( {4-t2-(1,3-Dioxo-1H,311-benzo[dejisoquinolin-2-yl)-ethytJ-3-
ïsobutyl-5-phosphono-pyrrolidine-2-carbony]}-amïno)-4-pheny]-butyric acid (40)
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cMe Boc CO2Me 4) H20, 4C
NaO
H H o CO2H
(37) 5) NaOH 005M -> pH 7.0 (40)
Les procédures F, puis H sont utilisées. Le produit final 40 (7 mg, 18%) est obtenu sous
la forme d’une mousse beige.
[Œ]D +9.3 ° (c = 0.06, H20);
RIVll’ ‘H (CDC13) 7.89 (d, 2H, ArH, J= 7.9 Hz), 7.83 (d, 2H, ArH, J 7.0 Hz), 7.36
(t. 1H, ArR. J= 7.3 Hz), 7.26 (t, 2H, ArH, J= 6.9 Hz), 7.19 (d, 2H, ArH, J 6.3 Hz),
7.12 (d, 2H, ArH, J 7.3 Hz), 4.14 (dd, 1H, J 4.0, 9.0 Hz), 3.80 (br, 1H), 3.73-3.68
(m, 1H), 3.66-3.61 (m, 1H), 3.49 (dd, 1H, J= 5.5, 12.7 Hz), 2.53-2.32 (m, 2H), 2.2$ (br,
2H), 2.18-2.14 (m, 1H), 1.96-1.87 (m, 1H), 1.86-1.81 (m, 1H), 1.78-1.62 (m, 1H), 1.47
(t. 1H, J= 7.6 Hz), 1.40-1.31 (m, 1H), 1.16-1.11 (m, 1H), 0.97 (d, 3H, CH3, J 6.5 Hz),
0.77 (d, 3H, CH3, J 6.7 Hz);
t3 (CDCI3) 178.8, 165.0, 160.8, 141.9, 135.2, 131.7, 130.9, 129.1, 128.9,
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èMe Boc C02t BU 3) H20, 4C
a
cH H CO2H
(36) 4) NaOH 005M -> pH 7.0 (39)
La procédure H est utilisée. Le produit final 39 (1.8 mg, 7%) est obtenu sous la forme
d’une mousse beige.
[Œ]D +11.10 (c 0.09, H70);
RMN ‘H (CDC13) 8.31 (d, 2H, ArH, J = 7.4 Hz), 8.27 (d, 2H, ArH, J = 8.2 Hz), 7.71
(t, 2H, ArH, J = 7.6 Hz), 7.53 (d, 1H, indole, J = 8.0 Hz), 7.19 (s, 1H, indole), 7.10 (d,
1H, indole. J = 8.7 Hz), 6.61 (t, 1H, indole, J = 6.5 Hz), 6.52 (t, 1H, indole, J = 7.3 Hz),
4.56 (dd, 1H, 1=4.1,9.6Hz), 3.92 (d, 1H, J= 1.7 Hz), 3.56-3.48 (m, 1H), 3.30 (dd, 1H,
J = 4.2, 14.8 Hz), 2.99 (dd, 1H, J = 10.5, 15.2 Hz), 2.28-2.23 (m, 1H), 2.17-2.12 (m,
1H), 1.89-1.83 (m, 1H), 1.58-1.49 (m, 2H). 1.45-1.28 (m, 2H), 1.25 (d, 2H, CH2-indole,
J= 6.9 Hz), 0.81 (d, 3H, CH3, 1=6.3Hz), 0.71 (d, 3H, CI-13, 1=6.4 Hz);
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